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INTRODUCCION

Las enzimas son agentes bastante conocidos en el campo industrial;
algunas aplicaciones incluyen: procesamiento de productos quimicos organico,
la industria lactea, industria de agroquimicos, procesamiento de productos
farmacéutico, formulaciones detergentes, sintesis de biosurfactantes entre
otros; sin embargo en el area de recuperaciéon mejorada del petréleo (EOR, por
sus siglas en inglés, enhanced oil recovery) es bastante nuevo su uso (Sharma
et al., 2001; Khusainova et al., 2016).

Se distinguen varios mecanismos que causan aumento de la produccién
de petrdleo después de la aplicacion de enzimas asociado a la adsorcion éstas
de en la superficie mineral: mejora de la humectabilidad superficial de las
rocas, emulsificacién debido a la disminucion de la tensién interfacial, reduccion
de la viscosidad y remocién de parafinas de alto peso molecular. Ademas hay
otras ventajas para la aplicacion de las enzimas en EOR: no tienen impactos
deletéreos sobre el medio ambiente y son reusables (Ott et al., 201,

Khusainova et al., 2016; Aurepatipan et al., 2018).

A pesar de los buenos resultados en la aplicacién de las enzimas en
EOR, el uso de productos que son mezclas de enzimas y otros compuestos
hace que sea dificil determinar qué componente de la mezcla, y en que
medida, afecta el proceso de recuperacion de petréleo. Se ha estudiado varios
grupos de enzima para determinar el grupo con mayor potencial para su
aplicacion en EOR y el grupo de lipasas/esterasas ha demostrado el mayor

efecto en la recuperacion de petréleo (Khusainova et al., 2016).

Con el proposito de considerar nuevos productos cono potencial
aplicaciéon en la recuperacion mejorada de petréleo, se realizaron diferentes
ensayo en el producto BERO™, con el propdsito de determinar la existencia de
proteinas y ADN, asi como sus propiedades de lipasa y de proteasa. BERO™,
es uno de los poco productos en mercado con aplicaciones en EOR, el cual es
considerado como un catalizador y de poco impacto ambiental (Ott et al., 2011;
Khusainova et al., 2016).



METODOS

El analisis de BERO™, se realizé6 usando métodos histoquimicos y de
microscopia de fluorescencia, campo oscuro y de polarizacion. Para la
identificacion de material proteico, se trataron alicuotas del producto con
isotiocianato de fluoresceina (Cl: 45350) a una concentracion de 10 yg/mL y
eosina Y (Cl: 45380) (2°, 4°, 5°, 7'- tetrabromo-fluoresceina) a 100 pg/mL, en
una proporcion 1: 1 (Boon & Kok, 2004; Hardie et al.,, 2004); para la
identificacion de ADN se us6 3,5 - diamidino-fenol-indol a una concentracion de

10 pg/mL en una proporcion 1:1.

Las concentraciones de proteinas y ADN se determinaron mediante el
métodos espectrofotométrico, el de Bradford para proteinas (Bradford, 1976) y
el ADN mediante absorcion a 260 para ADN.

Capacidad emulsificante de BERO™ sobre aceite y crudo pesado

La capacidad emulsificante de BERO™, fue comprobado por el ensayo
E24. Para el ensayo E24 se calculo el indice de emulsificaciéon de acuerdo a
Nwinyi et al (2018), adicionando a diferentes tubos de ensayos 5 ml de aceite
de ajonjoli y 5 ml de las muestras de BERO™, sin diluir y diluidas desde 1:10 a
1:100000, designadas consecutivamente desde B1 a B6, B7 fue el control y
consinti6 en agua destilada con la que se prepararon las diluciones de
BERO™; posteriormente, se homogeneizaron a alta velocidad en un agitador
Vortex (Ginie 2 Fisher™) por 2 minutos y se dejaron reposar por 24 horas. El
E24 se determind como el porcentaje de la altura de la capa emulsificada (HEL)
dividida por la altura toral de la columna de liquido (HS) usando la ecuacién
E24 = HEL/HS x 100%. Este mismo procedimiento se realizé usando crudo

pesado 8 API (B26) de la faja petrolifera del Orinoco.

Estudio de las variables reoldgicas

La humectabilidad de emulsiones esta asociada a la adherencia,

lubricidad y absorcién de liquidos y en todos los casos las interacciones entre



las interfaces liquido/sdlido juegan un papel preponderante; para estudiar este
fendmeno se recurre a determinar el angulo e contacto (8) el cual determina el
comportamiento de los liquidos en superficies hidrofilicas e hidrofébicas. El
angulo de contacto tiene dos extremos: a 0° la gota de liquido esta
completamente esparcida y forma una pelicula delgada (monomolecular) y esta
condicion es denominada humectabilidad completa; a un angulo de 180° la
gota forma una esfera y toca el sélido en un Unico punto de contacto y esta
condicion es denominada deshumectabilidad completa. Para liquido hidrofilico
como el agua en una en superficies hidrofilicas una gota sedente tienen un
angulo de contacto de 8¢ < 90°, de 90° < 6¢ < 150° en hidrofébicas y 6¢ > 50°

en superficies super-hidrofébicas (Gomes et al., 2013)

El angulo de contacto se determind en gotas sedentes de acuerdo a la
metodologia descrita por Gomes et al (2013) para las emulsiones de BERO™ y
B26, usando un ocular de 10X y una camara digital Canon Rebet T3i. Las
imagenes se salvaron como archivos TIFF en color de 24-bit. El calculo del
angulo de contacto se realizé utilizando el plugin contac_angle.jar desarrollado
por Brugnara (Brugnara, 2006) para el software ImagedJ (disponible en

https://imagej.nih.goV/ij/plugins/contact-angle.html). La determinacion del

angulo de contacto de las emulsiones se realiz6 en una superficie hidrofilica,
vidrio cubierto con poli-lisina grado histolégico (Sigma™), una superficie
hidrofébica preparada cubriendo laminas portaobjetos con parafina Paraplast
(Leica™) y wuna altamente hidrofébica que es hecha a base de
politetrafluoroetileno (PTFE) que recubre portaobjetos para inmunohistoquimica

(Thermo Scientific™).

La viscosidad de las emulsiones y B26 fueron determinadas por el
método del viscosimetro capilar al nanolitro descrito por Srivastava et al.,
(2005). La tension superficial se determind mediante el método de la gota
pendiente, usando registro fotografico de gotas generadas en capilares de 100
ML y usando jeringas Gilson de 1 ml capacidad (Berry et al., 2015); el calculo de
la tension superficial se realizd utilizando el plugin Pendent_Drop.jar
desarrollado por Daerr y Mogne (2016) para el software ImagedJ (disponible en

http:/fiji.sc/List of update sites).




Estudio microscépico de las emulsiones de aceite y B26

Las emulsiones de aceite y de B26 fueron analizadas usando
microscopia de campo oscuro y de polarizacién; la caracterizacién de la
morfologia de las emulsiones y el bitumen se realizaron de acuerdo a

emulsiones Thijssen et al., (2011) y Duncke et al., (2016) respectivamente.

Todas las preparaciones procesadas por métodos de tinciones
convencionales o fluorescentes se observaron en un microscopio Nikon Eclipse
E600 (Nippon Kogahu KK, Tokyo, Japoén) y se fotografiaron digitalmente con
una camara SPOT Flex FX1520. Las imagenes de 2048 x 2048 pixeles se
guardaron como archivos bitmap TIFF a color de 24 bits. Las preparaciones
hechas con tinciones convencionales fueron observadas usando las
modalidades de microscopia de claro con los objetivos de 20X, 40X y 100X.
Para la epifluorescencia, la iluminacién se realiz6 usando una lampara de
mercurio de 100 W y los cubos UV-2A (330-380 nm), B-2A (450-490 nm) para
detectar los fluoréforos DAPI y FITC respectivamente y el objetivo 60XA plan-
apocromatico de apertura numeérica 1,40 e inmersion en aceite. La preparacion,
analisis de imagenes y mediciones correspondientes se realizaron con el
programa Imaged (version 1.50i). Para el analisis, las imagenes digitales fueron
adquiridas a una misma amplificacion y condiciones de iluminacion y misma
configuracion de arreglos de la camara digital y se consideraron las fotos mejor

contrastadas.

Actividad de lipasa

Las lipasas (acil-hidrolasas de triacil-glicerol, EC 3.1.1.3) son enzimas
que catalizan la hidrdlisis de los enlaces ésteres presentes en acil-gliceroles y
la sintesis de ésteres formados a partir de glicerol y acidos grasos de cadena
larga. Ademas, pueden catalizar la hidrolisis o sintesis de un grupo amplio de
ésteres carboxilicos. Estas enzimas estan ampliamente distribuidas en la
naturaleza, y se encuentran en microorganismos, plantas y animales. Las

muchas aplicaciones de las lipasas incluyen especialmente las sintesis



organicas, hidrolisis de grasas y aceites, modificacibn de grasas,
amplificaciones de olores en el procesamiento de alimentos, separacion de
mezclas racémicas y analisis quimicos (Sharma et al., 2001; Okino-Delgado et
al., 2016).
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Para detectar la actividad de lipasa se us6 el método descrito por Reyes-
Duarte et al., (2012) con algunas modificaciones: se uso dodecanoato de ao-
naftilo (laurato) como sustrato, hexazonio de pararosanilina como captador y
agarosa como medio solidificante. Las lipasas escinden el éster de a-natftilo,
éste ultimo reacciona con el hexazonio de pararosanilina generando un
producto coloreado, cuya concentracion es proporcional a la actividad de la
enzima. Este método resulta mas especificos que las pruebas usando aceites,
puesto que la actividad de lipdlisis no puede diferenciarse de la capacidad
emulsificante, de un compuesto (Das et al., 2016; Nwinyi et al., 2018). La
composicion del medio de incubacion fue la siguiente: dodecanoato de a-naftilo
(disuelto en N,N-dimetilformamida) 3,00 mg, hexazonio de pararosanilina (0,30
ml de hexazonio de pararosanilina 9,7 ml de tampén fosfato 0,1 M pH 7,2), 10,0
ml (Lojda et al., 1979) y agarosa al 1% p/v; la mezcla se calent6 suavemente
hasta la disolucién de la agarosa y se dispensé en camaras sobre cubreobjetos
de 10 yL de capacidad, se enfriaron en hielo y se colocd en cada camara 1 uL
de BERO™, y diluciones del producto desde 1:10 a 1:10.000, definiéndose
como los grupos 1, 2, 3,4 y 5, en cada caso se hicieron por triplicado. Se usé
agua bidestilada en el grupo control. Los portaobjetos se mantuvieron en
camaras humedas a 37 °C por 5 horas. A diferencia de las esterasas, las
cuales pueden actuar como lipasas, las lipasas son activadas sélo cuando son
adsorbidas a una interfase aceite-agua y no hidrolizan sustratos disueltos en un

volumen de fluido (Sharma et al., 2001); de esta manera el método



histoquimico en un medio sdélido ofrece muchas ventajas sobre los

espectrofométricos

La actividad de lipasa se cuantific6 mediante analisis de imagenes
usando el programa Imaged (version 1.50i); se determind la intensidad de
coloracién del producto de reaccion para cada grupo (B1 a B7). La intensidad
(I) se calculé como | = 10 x Y DOI/A siendo, > DOI la densidad 6ptica integrada
y A el area de tincidon positiva (pmz) (Corthorn et al., 2007). La DOI se
determiné en un superficie circular de 100 x 100 pixeles (= 7860 pix2 = 930
um?) a 20X, usando microscopia de campo claro. Las mediciones se realizaron
en 10 zonas del area positiva para la reaccion enzimatica donde se agrego el

volumen de BERO™, o sus diluciones y 10 zonas correspondientes al fondo.

Las densidades Opticas integradas se normalizaron y la actividad
enzimatica se expresd como el coeficiente de la DOI de cada tratamiento con
respecto al grupo control y los valores relativos se expresaron como unidades
arbitrarias (Tas et al., 2006; Saravia-Otten et al., 2013). La normalizacion de las
densidades 6pticas de los tratamientos con respecto a las del control eliminan
las variacion debidas a proporcionalidad inversa de la absorbancia con
respecto a la concentracién del producto coloreado, asi valores bajos de los

coeficientes indican baja actividad enzimatica y viceversa.
Actividad de proteasa (EC 3.4.21.-.)

Las proteasas hidrolizan enlaces peptidico de polipéptidos, usando una
molécula de agua (mostrado en la figura esquematica); esta actividad se le
conoce como protedlisis y es la causa de la degradacion de geles y mallas de
proteinas. En el sistema internacional para la nomenclatura y clasificacion de
enzimas (numero EC), las proteasas se encuentran en la clase 3, como
hidrolasas, subclase 3.4., que escinden enlaces peptidicos; a su vez se
dividieron en 13 subclases dependiendo de su mecanismo catalitico (Mechria
et al.,, 2017; Tavano et al., 2018). La degradacion de geles y mallas de
proteinas nos da un indicio de la capacidad de una proteina como proteasa,

pero no mide directamente su actividad proteolitica, ademas puede confundirse



con un efecto emulsificante (Boulkour Touioui et al., 2015; Mechria et al., 2017).
Para una mejor caracterizacién de la capacidad de BERO™, como proteasas

se determinaron su capacidad degradativa y proteolitica en un mismo ensayo.
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La determinacion de la actividad proteolitica de BERO™, se realizé de
acuerdo al método descrito por Hadler-Olsen et al., (2010) con algunas
modificaciones; la composicién del medio de incubacién tiene la siguiente
composicion: gelatina 7% p/v, Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, CaCl2 5 mM,
azida sddica 0,20 mM, pH 7,6. Esta mezcla se calenté suavemente hasta la
disolucion de la gelatina y aun en estado liquido se dispensaron en
portaobjetos, con camaras de 10 puL de capacidad, sobre un calentardor a 54
°C, se enfriaron posteriormente en hielo y se colocé en cada camara 1 pL de
BERO™, y diluciones del producto desde 1:10 a 1:10.000 (definidos como
grupos 1 a 5) en cada caso se hicieron por triplicado. La incubacion fue por 2
horas a 37 °C. La deteccién de actividad proteolitica se realizé mediante
tinciones convencionales usando el método descrito por Takano et al., (2001):
después de la incubacion, las camaras de lavaron con agua bidestilada, 3
veces, y se colorearon con ponceau S (Cl: 27195) 0,45 g, acido tricloroacético
5,00 g, etanol absoluto 75,00 mL y agua destilada, 75,00 mL) por 4 minutos, se
lavaron con agua bidestilada, se cubrieron con cubreobjetos y se fotografiaron
inmediatamente. La tincion con ponceau S resulta en una coloracién de roja
para las proteinas intactas y tonalidades claras, e incoloro, para las proteinas

degradadas.

La actividad proteolitica fue cuantificada mediante analisis de imagenes

usando un esquema similar como en el caso de la actividad de lipasa. Para



calcular la actividad proteolitica, se determin6 la densidad o6ptica integrada
(DQI), de las zonas degradadas e intactas, en una region de interés circular de
100 x 100 pixeles (= 7860 pix* = 930 um?) a 20X, usando microscopia de
campo claro, las mediciones se realizaron en 10 zonas coloreadas y 10 zonas
correspondientes al fondo. La actividad proteolitica fue definida como unidades
arbitrarias del coeficiente entre densidad Optica de las muestras con respecto a

la densidad 6ptica del grupo control (Ghaderian et al., 2010).
Analisis estadistico.

Cada valor se representa como la media + error estandar de la media.
Para establecer diferencias significativas se realizaron los analisis no
paramétrico de Kruskall-Wallis, seguido por la prueba a posterior de Tukey. Se
realizaron las pruebas de correlacion de Pearson, y analisis de varianza doble
de dos factores. Los valores de p < 0,05 se consideraron estadisticamente
significantes. Todas las pruebas se realizaron con el programa estadistico
PAST (Hammer et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

BERO™ tiene una fase liquida coloidal, sin agregados y muy escaso
material particulado al menos hasta los limites del microscopio usando
microscopia de campo oscuro; el tamano de estas particulas varia de 0,15 a
0,25 um a 10 ym y un tamafo promedio de 0,18 + 0,042 um. El producto es
ligeramente autofluorescente, en el rango de 510-560 nm, filtro G2A del

sistema Nikon; en otros rangos no fue fluorescente.

La concentracién de proteinas es de 122,035 + 3,511 mg/mL y la de
ADN 5830,200 + 125,248 ng/mL. El tratamiento con FITC y eosina revela la
presencia de proteinas la fase liquida al hacerse fluorescentes en el rango de
420-490 nm, con ensayo para ADN usando DAPI sdélo es observable una
fluorescencia de fondo indicando la presencia de ADN disuelto en la matriz.

Capacidad emulsificante



BERO™ tiene un mayor capacidad emulsificante en B26 que con aceite. En la
Figura 1 se representan los cambios de E24 para cada tratamiento usando
tanto aceite como B26; la capacidad emulsificante disminuye progresivamente
a partir de B4 (dilucion de 1/1000) para el aceite pero para B26 es a partir de
B6 (dilucion 1/100000), en ambos casos a partir de estos grupos no se hallaron
diferencias estadisticamente significativas con el grupo control (B7) (P < 0,05).
Tanto para el aceite como para B26 la menor capacidad emulsificante se

encuentra en los grupos B1-B3 (Fig. 1).

BERO™, pura o diluida, tuvo la particularidad de ejercer este efecto
emulsificante sobre otros compuestos, usados en los ensayos para las
actividades enzimaticas, como polivinil-pirrolidona, los cuales fue capaz de
disolver; solo el agar y en segundo lugar la gelatina pudieron mantener sus

matrices por tiempos suficiente para poder realizar ensayos en estados sélidos.

Variables reologicas

La determinacién del angulo de contacto permite definir el estado de las
emulsiones con respecto a superficies de contacto y probar la eficacia del
emulsificante (Thijssen et al., 2011). El angulo de contacto se determiné
usando petréleo pesado (B26), aceite de ajonjoli y las diluciones de BERO™,
Para B26 en las superficie hidrofilicas (polilisina), el angulo de contacto
aumenta en la medida que la concentracion de BERO™ disminuye (Fig. 2),
indicando una disminucion de la humectabilidad del crudo pues la cantidad de
agua esté disminuyendo, fendmeno se que por la capacidad emulsificante de
BERO™; para el caso de la parafina y PTFE, ocurre un patrén similar de
aumento del angulo de contacto, aunque parece bastante andmalo este
compartimento hay que tener en cuenta que el bitumen presenta una
composicion bastante heterogénea, componentes hidrofébicos y electrofilicos,
dando la posibilidad de una variedad de interacciones que se manifiesten en
comportamientos muy parecidos con superficies hidrofilicas. En el caso del
aceite (Fig. 2) para la polilisina hubo un a tendencia parecida al B26 con un
aumento de la humectabilidad en razén de la concentracion de BERO™: en el

caso de la parafina el angulo de contacto aumenta y sélo con B1 se presenta el



menor angulo, la composicién mas homogénea, fundamentalmente hidrofébica,
del aceite explica la tendencia de disminuir el angulo al aumentar la tension
superficial en superficies hidrofébicas con cambios en la humectabilidad,
condicién que no aplica para PTFE pues el angulo tiende a aumentar pero
manifestando alternancia por cambios que no se pueden asociar a la

concentracion del BERO™.,

La viscosidad de las emulsiones de B26 y BERO™ aumenta con la
disminucién de la concentracion de BERO™. (Fig. 3). A partir de la
concentracién 1:100000 (grupo B6), la viscosidad no se diferencia
estadisticamente de la del grupo control (B7, con agua solamente) y de B26;
hay una disminucion de la viscosidad estadisticamente significativa hasta la
dilucion de 1:10000 (grupo B5), siendo las mas bajas lograda con los grupos
B1 y B2 (Fig. 3). La tensién superficial, fue calculada con respecto al aire a 25
°C; normalmente en muestras de bitimenes se calcularia con respecto al agua,
sin embargo la metodologia empleada se necesita obtener una gota pendiente
con caracteristicas apropiadas cuya forma es consecuencia de la tension
superficial, al tratar con agua las emulsiones de los grupos B1 a B5, las gotas
se deforman, a consecuencia de la disolucién parcial de las gota, funcionando
para B6, B7 y B26, ocurre lo contrario si se usan solventes organicos, como
hexano o tolueno, deformandose las gotas en los grupos B5-B7 y B26, por ello
para tener un parametro de referencia se optd por calcularla con respecto al
aire de acuerdo a la metodologia descrita por Berry et al. (2015). La tension
superficial disminuy6 con el uso de BERO™ (Fig. 4), formandose dos grupos
con diferencias estadisticamente significativas: un grupo con baja tension
superficial: B1-B5 y otro que no presentdé ningun cambio con respecto al crudo
B26: B6-B7. BERO™ disminuy6 la tensién superficial al aumentar el contenido
de agua dentro de la emulsion, reflejando en los cambios del angulo de

contacto con superficies hidrofilicas.

Estudio microscépico de las emulsiones de aceite y B26

Para B26 se presentd un patron comun para los grupos B1 a B4, donde

hay gotas de material emulsificado evidenciandose como gotas birrefringentes



(Fig. 5-1), con microscopia de campo oscuro, 0 como cuerpos con pseudo-
cruces de malta cuando se ve con polarizacion (Fig. 5-1 C, D), y como cuerpos
mas pequefnos cuerpos birrefringentes con cruces de malta verdaderos que
corresponden a asfaltenos (Duncke et al., 2016). A partir de B5, se comienza a
separa las fases en la emulsidn, apareciendo gotas de agua, grupos de gotas
emulsificadas, y la acumulacion de asfaltenos en masas dentro de una fase no
granular (Fig. 5-2 y 6-1). En B7 el aspecto es la del bitumen sin tratar (Fig. 6-
2B). Este comportamiento de los fendbmenos asociado a la emulsificacion son
los responsables de los cambios que se observan en la E24 y en las variables

reoldgicas, sobre todo la viscosidad.

Las emulsiones de aceite se presentaron con un patron comun para los
grupos B1 y B2, donde hay grandes gotas de aceite emulsificado y en la
superficie se presentan material particulado (Fig. 6-2, C-F) evidenciado con
microcopia de campo oscuro; a partir de B3 empieza a diminuir la cantidad de
gotas y a desorganizarse progresivamente la emulsion (Fig. 6-1, E-F), estando
las gotas en una fase no acuosa como ocurre en B4 y B5 hasta no conseguirse
en B6 (Fig. 6-2, E). Una buena parte de la capacidad e mantener la emulsién
estable en B1 a B3 es la agregacioén particulas en la superficies de las gotas, lo
cual se manifiesta principalmente en la disminucién de la tension superficial y la

disminucién del angulo de contacto (Thijssen et al., 2011).

Actividad de lipasa

La actividad de lipasa de BERO™, se detecto a todas las diluciones.
Todos los grupos presentaron diferencias estadisticamente significativa con
respecto al grupo control y a excepcién de los grupos B2, B3 y B4 los demas
grupos presentaron diferencias estadisticamente significativa entre ellos (P<
0.01***) (Fig. 7).

El grupo B1 presentd la mayor concentracién de proteina y por lo tanto la
mayor actividad enzimatica, sin embargo a pesar de que los grupos B2 a B4
poseen diluciones mayores y una menor concentracidon de proteinas sus

actividades fueron iguales (P>0.05) indicando lo es esencial para la accion de



las enzimas, en especial las lipasas, la relacion estequiométrica enzima
sustrato : agua para una actividad relativamente alta y en las condiciones
experimentales en que se realizaron los ensayos en estos grupo se logro la

relacién estequiométrica apropiada.

Los grupos 5 y 6 aunque presentando una progresiva disminucion de la
actividad de lipasa, asociado a una menor cantidad de la enzima en una
condicion por lo tanto de mayor concentracion de sustrato, rompiendo con el
equilibrio estequiomético éptimo para la actividad de la enzima. Este
comportamiento puede estar relacionado al modo de actuar de las lipasas. Una
caracteristica propia de las lipasas es que actuan sobre sustratos insolubles y
agregados, por lo que operan unidas a interfaces lipido-agua, esto es
asegurado en el modo de preparacion del medio de incubaciéon con un éster
poco soluble en agua en un medio solido como es el agar; bajo estas
condiciones, se produce un incremento de la actividad catalitica, respecto a las
soluciones con concentraciones por debajo de la concentracion micelar critica,
fendmeno conocido como activacion interfacial (Okino-Delgado et al., 2016); al
asegurar una activacion interfacial apropiada, el factor mas influyente en la
actividad de lipasas es la dilucidén y por lo tanto la concentracion de la enzima.
Al ser BERO™, una solucién con alta disolucion del material organico, la
condicién de una cantidad relativamente alta de enzimas, pueden explicar la
alta actividad enzimatica en el grupo B1, y la poca cantidad de enzimas a una
en los grupos B5 y B6, esto es corroborado por el analisis de varianza doble
con dos factores: hubo una interaccion estadisticamente significativa entre la
dilucion y la concentracion de proteinas sobre la actividad de la enzima (p =
0,000 ***; P < 0,01), lo cual indica que la actividad de la enzima desde los
grupos depende de la concentracidén de proteinas, y por lo tanto de enzima. La
misma prueba de analisis de varianza doble usando los factores dilucién y
condicion de usarse puro o diluido BERO™, indica una interaccion
estadisticamente significativa entre estos factores sobre la actividad de la
enzima (p = 0,000**; P < 0,01), indicando que independientemente de su
estado el compuesto siempre tendra actividad de lipasa, pero el grado de este

depende de la concentracion de proteina y esta de la dilucion del producto.



Actividad de proteasa

La mayores actividades proteoliticas se observdo en el grupo B1 y
disminuye progresivamente hasta el grupo B5, (Fig. 8). Todas las diluciones
presentaron actividad estadisticamente significativas cuando comparadas con
el grupo control y entre ellas (P < 0.01), salvo el grupo B6 donde la actividad
fue menor y no presenté diferencias significativas con respecto al grupo B7 (P =
0,05). Este patron es indicativo de que la actividad proteolitica es dependiente
de la dilucién, concentracidon de proteinas y por lo tanto de las proteasas en el
producto.

El ensayo para el estudio de la actividad proteolitica involucra la
formacion de una malla de patrén regular a base de gelatina (Fig. 9), la cual fue
afectado en diversos grados pero que también fue desordenado por el efecto
emulsificante de BERO™, con poca o ninguna accion enzimatica. Las zonas
degradas presentaron un color rojo claro y sin presencia de estructura reticular
alguna y con la formacion de gotas de material degradado (Fig. 9), este patrén
es comun en todos los grupos con BERO™, por el contrario las zonas intactas
presentan un caracteristico patrén en mallas, coloreada intensamente en rojo.
El grado en que la malla de gelatina fue disuelta vari6 en cada grupo con
respecto al grupo control asi como la intensidad de color tanto en las zonas

degradas e intactas.

Como control, se calculé la actividad proteolitica en las zonas intactas
(Z) la cual fue muy baja; soélo los grupos B2 y B3 presentaron diferencias
estadisticamente significativas con grupo control control (P < 0,05). Estos
resultados indican BERO™, es capaz de ir penetrando la malla de gelatina
ejerciendo un efecto proteolitico de modo constante aunque no se manifieste

de manera conspicua mediante una zona degradada.

Las actividad proteolitica, fue dependiente de la concentracion de
proteina y por lo tanto de la dilucién de BERO™: el analisis de varianza doble,
indica una interaccién estadisticamente significativa entre la dilucion y
concentracion de proteinas sobre la actividad proteolitica (p = 0,000***; P<

0,001); en la zona intacta no hubo una interaccién significativa de la dilucion de



BERO™ vy la concentracion de proteinas sobre la actividad enzimatica (P =
0,05). Al considerar la dilucion y el estado, si puro o diluido, se hallé una
interaccion estadisticamente significativa de estos factores sobre las actividad
proteolitica (p = 0,000***; P < 0.001).

A una concentracion determinada, la actividad de una enzima puede
mantenerse en un estado de equilibrio constante, “steady sate”, mientras se
consume el sustrato; diferentes factores influyen es este proceso, donde la
concentracion de la enzima es uno de los mas importante. No obstante este
tipo de consideraciones es muy aplicable en soluciones, en el caso de las
proteasas el acceso al sustrato ocurre habitualmente en complejos
macromoleculares hallados en superficies, tejidos, matriz extracelular, por el
cual el factor acceso a estas estructuras es un factor primordial y de gran
importancia al momento de considerar la actividad de proteasas (Rawlings
2013). Otros tipos de ensayos, especialmente espectrofométricos, sélo pueden
determinar la cinética de las enzimas a concentraciones de la enzima y del
sustrato muy bajas, las pruebas histoquimicas en medios sdlidos no solo
permiten determinar la actividad de la enzimas sino otros efectos, derivados de
esta actividad, en relacion a la masa de sustrato en rangos muy amplios de
concentraciones y sin limitante de la naturaleza emulsificante o no de la

muestra.

El analisis de correlacién indica una interdependencia entre las
propiedades de BERO™ y los cambios en los parametros de emulsificacion y
variables reoldgicas: esta interdependencia se da entre E24 de B26 y las
actividades de proteasa (p = 0,033%; R =0,791) y lipasa (p = 0,015*; R = 0,851),
para el aceite la capacidad de emulsificacion esta relacionada a la actividad de
lipasa unicamente (p = 0,018**; R = 0,837). Los cambios del angulo de
contacto, presentaron correlaciones negativas con las actividades de lipasa y
proteasa en la superficie hidrofilicas para B26 (lipasa: p = 0,0154*, R= -0,8500;
proteasa: p = 0,0443*, R = -0,7668), en la superficie hidrofobica para el aceite
(lipasa: p = 0,0418*, R= -0,7724; proteasa: p = 0,0013**, R = -0,9449); para
B26 en la superficie hidrofébica sélo se presentd una relacion estadisticamente

significativo con la actividad de lipasa (p = 0,0416*, R= -0,7728), lo cual esta en



concordancia con la estrecha relacion entre la actividad de lipasa y la tensién
superficial (p = 0,0035956**, R = -0,91745). Aunque la viscosidad y tensién
superficial son interdependientes (p = 0,00033318***, R= 0,96848) sodlo la
viscosidad presentd una correlacidén negativa significativa con las actividades
de proteasa y lipasa (proteasa: p = 0,028568%, R= -0,80607; lipasa: p=
0,00049616***, R= -0,96299). Los cambios reoldgicos que ocurren con B26 en
realcion a la actividad de proteasa pueden relacionarse a que las proteasas
tienen un mayor rango de sustratos, con zonas especificos para su accion, que
las lipasas, hay que considerar que en los bitumen los asfaltenos, y agregados
de éstos, presentan zonas hidrofilicas en su estructura capaces se servir como
sustrato a proteasas, lo cual no ocurre en los aceites refinados, siendo este
segundo aspecto de gran importancia puesto las capacidades proteoliticas y
lipoliticas de BERO™ fueron interdependientes (p = 0.007**; R= 0.889).

La disminucion de la viscosidad y la tension superficial en B26 por
BERO™, se deben a la actividades de proteasa y lipasa de BERO™; la
generacion de una emulsién estable es una propiedad que se ha observado en
este producto hasta concentraciones de 1:10000. Una relacién entre estabilidad
de emulsiones y viscosidad se ha establecido para diferentes emulsiones de
agua y bitumenes y en todos los casos emulsiones inestables generan
emulsiones de mayor viscosidad (Moran, 2007; Boucard et al.,, 2017), las
emulsiones de B26 y BERO™ empiezan a hacerse inestables a diluciones
mayores a 1:10000, concentracién a la cual diminuyen significativamente las
actividades de lipasa y proteasa, lo cual explica las interrelaciones que hemos
visto anteriormente. La disminucion de la viscosidad ha sido un factor esencial
en el problema de la recuperacién de crudos, una menor viscosidad mejora el
flujo y por lo tanto la recuperacion de éste (Naderi et al., 2015). La relacion
entre la recuperacién de bitumenes con la tensidn superficial no ha sido mas
definitiva. Naderi et al. (2015), han observado que la disminucion de la
viscosidad de bitumenes con solventes organicos (pentano), aumenta la
tension superficial con respecto al agua y disminuye la eficiencia en la
recuperacién de bitimenes; sin embargo He et al. (2014), plantean que la
relacion entre la tension superficial y viscosidad de emulsiones de bitumenes y

agua y su influencia en la eficacia en la recuperacién de éstos es dependiente



del tipo de solvente y la fuente del bitumen mismo y que en todo caso una
menor viscosidad y menor tensién superficial, con respecto al agua, favorecen
la eficacia de la recuperacion del bitumen. Esta condicion de una menor
viscosidad con menor tension superficial sin el uso de solventes organicos y

altas temperaturas es lograda con BERO™ hasta diluciones de 1:10000.

CONCLUSIONES

BERO™, es un producto con una elevada concentracion de proteinas y
ADN, y altamente soluble en agua; tiene una elevada actividad de lipasa y de
proteasa, en general las actividades enzimaticas estuvieron asociadas a la
concentracion de proteinas. Aunque el estado de dilucion de BERO™ fue el
factor que condujo los cambios observados en las actividades de las enzimas,
no fue un factor limitante, pues puede ejercer las actividades de lipasa y
proteasa a diluciones relativamente altas generando emulsiones estables igual
gue en preparaciones mas concentradas. Es necesario considerar que hay un
factor de acceso a sustratos diferentes en el cual BERO™ es muy eficaz, pues
a la mayor cantidad de sustratos presentes en el crudo favorecid su
desempefio. La disminucién de la viscosidad del bitumen y de la tensién
superficial fueron dependientes de las actividades de lipasa y proteasa de este

producto, asi como la generacion de emulsiones estables.
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ANEXOS



indice de Emulsién a 24H -BERO™
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FIGURA 1. Grafica que representa la capacidad emulsificante de BERO™,
representando los cambios en el indice E24 para cada grupo usando aceite de

ajonjoli y B26.
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FIGURA 2. Graficas que representa el angulo de contacto 8 en fracciones
emulsificadas de aceite de ajonjoli y B26 con BERO™. P = bitumen puro (B26),

A = aceite de ajonjoli puro
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FIGURA 3. Graficas que representa la viscosidad de las emulsiones de B26

con BERO™ a distintas diluciones. P = bitumen puro (B26).
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FIGURA 4. Graficas que representa la tension superficial de las emulsiones de

B26 con BERO™ a distintas diluciones. P = bitumen puro (B26).






FIGURA 5-1

Fotomicrografia del material emulsionado de B26 y BERO™, visto con
microscopia de campo oscuro y polarizacién. B1 sin diluir (A) y a una dilucién
de 1:10 (B). (C) B3, visto con microcopia de campo oscuro, detalles de una
gota grande y pequenas D) B3, campo proximo al mostrado en C) visto con
microscopia de polarizacion para mostrar las pseudo-cruces de malta en las
gotas. (E) B4 Campo visto con campo oscuro la flecha indica un cuerpo amorfo,
correspondiente a gotas de agua. F) B4 campo cercano al mostrado en E),
visto mediante luz polarizada, las flechas indican gotas de agua. Tamafo de la

barra10 pm.






FIGURA 5-2

Fotomicrografia del material emulsionado de B26 y BERO™, visto con
microscopia de campo oscuro y polarizacién. (A) B5 se muestra gotas de
emulsién sobre una masa de agua visto mediante campo oscuro. (B) Campo
visto en A pero mediante campo claro para observar las gotas de agua
diferentes a las de emulsion. (C) B6, visto con microcopia de campo oscuro, se
muestra como se separan las gotas de emulsion. (D) Campo observado en C)
pero visto con campo claro para observar las gotas de emulsion fusionandose.
(E) B6 Gotas de agua visto con campo oscuro las flechas sefialan gotas de
agua. (F) B7 Gotas de agua predominantes en el campo, la flecha indica una

de mayor tamafo. Tamano de la barra 10 pm.






FIGURA 6-1

Fotomicrografia del material emulsionado de B26 y BERO™, visto con
microscopia de polarizacion. (A) B26 P puro se observan cuerpos que
presentan la cruz de malta y corresponden principalmente a asfaltenos. (B) B1,
se observan formaciones de asféltenos y grandes gotas de emulsion. (C) B2, al
igual que en (B) se observan gotas de emulsion y cuerpos de asfaltenos
refringentes dispersos homogéneamente. (D) B3, se empieza a observar
agrupaciones correspondientes a asfaltenos y gotas de emulsion; aun hay
cierta homogeneidad. (E) B4 acumulaciones de asfaltenos, separacion de las
fases resinosa y acuosa, la flecha indica una gota de agua. (F) B5, para este
grupo la separacion es mas evidentes y ya se forman masas de asfaltenos
junto a gotas de agua. Tamano de la barra 100 ym para (E) y (F), para el resto

de las figuras 50 micras.






FIGURA 6-2

Fotomicrografia del material emulsionado de B26 y BERO™, visto con
microscopia de polarizacion. (A) B6 se observa una separacién de fases con
masas de asfaltenos. (B) B7, se observan una morfologia parecida al B26 puro
con homogeneidad sin separacion de fases. (C) B1, emulsion de aceite y B1,
con grandes gotas de emulsiéon (D) B3 se observan gotas de emulsion mas
pequefias que en B1 y escasas con una fase lipidica en expansion. (E) B5, se
empieza a observar agrupaciones gotas de emulsién en fases separadas y el
colapso de la emulsion. (F) B7, se ha eliminado todo rastro de emulsion, en
esta foto se observa una gota de aire en una fase lipidica. Tamano de la barra

100 um para (A) y (B), para el resto de las figuras 15 micras.
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FIGURA 7. Grafica de la actividad enzimatica de lipasa de BERO™.



ACTIVIDAD ENZIMATICA, UA

ACTIVIDAD PROTEOLITICA

1.8 1
1,8 4 a JONA INTACTA
1.4 B ZONA DEGRADADA
1.2
a

-1 .

0.5 - a
a
0.8
a

0,4 - b b ba
il

n T T T T T T

B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7
GRUPOS

FIGURA 8. Graficas de la actividad de proteasa de BERO™.






FIGURA 9

Fotomicrografia de las zonas con actividad proteolitica, mostrando el patron
intensidades de tincion para los diferentes tratamientos. A) Grupo B1, BERO™
pura B) Grupo B2, BERO™ a 1:10. C) Grupo B3, BERO™ a 1:100. D) Grupo
B4, BERO™ a 1:1000. E) Grupo B5, BERO™ a 1:10000, A) Grupo BS6,
BERO™ a 1:100000. Tamaro de la barra: 100 pm.



