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CAPITULO I



1.1 INTRODUCCION GENERAL

El petréleo, también denominado petréleo crudo, es un término que se usa con el fin de definir
a un conjunto de.sustancias ricas en hidrocarburos que se haya bajo la corteza terrestre a
diferentes profundidades, en depdsitos o reservorios (Niu et al., 2020; Kdgler et al., 2021) El
aumento de la demanda*de petréleo, sobre todo en los paises industrializados (con un
crecimiento anual mayor al.2.5 % para el periodo 2020-2030) trae como consecuencia la
necesidad de hallar nuevasgfuéntes de energia, o de buscar nuevas tecnologias que permitan
un mejor porcentaje de recuperacion de petréleo (Safdel et al., 2017).

En un yacimiento, entre el ¥55-66 % del petréleo original en el lugar (2/3 partes
aproximadamente) queda atrapade-€nrlos poros de la roca (EI-Sheshtawy et al., 2015), por lo
gue métodos de recuperacidn convengionales que hacen uso de polimeros sintéticos, asi como
de otras sustancias quimicas, ponen en.riesgo el equilibrio de los ecosistemas y la salud de
las poblaciones humanas (Bachman et al., 2014; Kogler et al., 2021).

Ante estos retos ambientales, el uso de tecnologias como la la recuperacion mejorada de
petroleo asistida por microorganismosy MEOR, por sus siglas en inglés, consitituyen una
alternativa viable en lo econdmico”y ambientalya que hace uso de moléculas organicas
naturales productos del metabolismo de.eepas microbianas como Bacillus, Pseudomonas y
Azospirilum, entre otras (Ojeda-Morales-et al., 2016;7Geetha et al., 2018; Saravanan et al.,
2020). La mas importante de esas moléculas® son“los~biosurfactantes, descritos como
moléculas anfifilicas de superficie activa, capaces de“reducir la tension superficial e
interfacial entre el agua y el aceite, lo que puede’mejorar lasmovilidad de los hidrocarburos
en un proceso de recuperacion. Comparados, con los_surfactantes quimicos, los
biosurfactantes son sustancias menos toxicas, son biodegfadables y son estables a
condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad (Varjani y Upasani, 2017; Jahan et al.,
2020; Liu et al., 2021). No obstante, una de sus principales desventajas es su elevado costo
de produccién, lo que depende directamente de su porcentaje de pureza;"sus costos pueden
variar desde los 10 USD/mg de surfactina al 98 % de pureza, hasta las 2*4dSD/kg cuando
forman emulsiones. (Sharma et al., 2020; Dhanya, 2021)

La recuperacién mejorada de petréleo es de importancia en México, ya que es“uno de los
principales paises productores de petroleo, ocupando el 11° lugar (The World~Factbook,
2020). De acuerdo con cifras reportadas por PEMEX (2020), en México se producian20,143
000 barriles diarios acumulados de hidrocarburos liquidos a lo largo de todo el afio 2019-De
ese total 12,739 es petrdleo crudo pesado, 5,789 es petroleo crudo ligero y 1,615 es petroleo
crudo superligero. En reportes publicados por la SENER (2020), Tabasco fue el principal
productor en tierra con 2, 480 922.17 barriles diarios de acumulado anual, y un promedio
mensual de 190 840.167 barriles diarios, lo cual abre la puerta a la posibilidad de obtener un
beneficio extra al explotar una cantidad adicional en pozos que productivamente estan
inactivos.
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Dada la importancia mencionada, se pueden emplear diferentes métodos para medir la
capacidad.de recuperacion de petréleo adicional en condiciones de laboratorio. Diferentes
investigaciones (Castorena-Cortés et al., 2012; Bi et al., 2019; Hadia et al., 2019; Alkan et
al., 2020; Haq et al., 2020) menciona el uso de la tecnologia de coreflooding, la cual, aunque
es muy precisa puede ser compleja y las réplicas continuas de alto costo econémico, ademas
los nucleos vivos reguieren almacenamiento especial. En cambio, otras tecnologias como las
columnas empacadas ¢on arena (Gudifia et al., 2013; Ashis, 2018; Ibrahim, 2018; Elakkiya
et al., 2020; Phulpotoset-al., 2020; Kdgler et al., 2021) son mucho méas econémicas en
comparacion, y simulan-}as .condiciones de pozo a escala de laboratorio, permitiendo el
disefio de réplicas continuas.y'simultdneas. Ademas, proporciona un método apropiado para
estudiar la capacidad de micraorganismos y sus metabolitos asociados en la recuperacion de
petroleo en campo (Gudifa et al., 2013).

Ante la escasez de trabajos al respecto.en los yacimientos mexicanos, en esta investigacion
se propone trabajar con bacterias nativas petrofilicas del estado de Tabasco capaces de
producir biosurfactantes, los cuales podrian modificar favorablemente las condiciones de
extraccion de hidrocarburos en campos petraleros maduros en México, con la ventaja ademas
de no afectar el medio ambiente.

1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de los biosurfactantes impuros producidos por cepas bacterianas nativas
del estado de Tabasco, México, en la recuperacibnmejorada de hidrocarburos en condiciones
de laboratorio.

1.2.2 Objetivos especificos

e Seleccionar un conjunto de cepas productoras de biosurfactantes a partir de un cepario de
bacterias petrofilicas.

e Evaluar la produccién, purificacién y caracterizacion del biosurfactante producido por
las cepas bacterianas.

e Determinar el efecto de la emulsion sobre la viscosidad y densidad del petroleo'crudo
e Evaluar la recuperacion de petréleo en una columna empacada con arena, con diferentes

protocolos de inyeccion usando diversos tipos de biosurfactantes y un surfactante
quimico.
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1.3 REVISION DE LITERATURA

1.3.1 CARACTERISTICAS GENERALES

El petréleo es unasmezcla de compuestos carbonados que de acuerdo con su punto de
ebullicion puede serseparado por destilacion en diferentes fracciones de pesos moleculares
variables. Es un términe que se usa con el fin de definir a un conjunto de sustancias ricas en
hidrocarburos que se haya.ajo la corteza terrestre, a diferentes profundidades, en depoésitos
0 reservorios. Desde el puntoide vista etimoldgico significa “aceite de roca”. Cuando esta en
estado liquido (crudo) normalmente no es un material uniforme, su composicién sera
diferente con base en la geologia de su formacidn, localizacion, edad del yacimiento lo
mismo que la profundidad del reservorio. De hecho, dos pozos adyacentes no produciran el
mismo tipo de petrdleo con las mismas.caracteristicas. Por ejemplo, algunos pozos producen
gasolinas naturales que pueden usarsefComo combustibles para motores pesados, mientras
que otros produciran asfaltos. Cada tipog@e)crudo es Unico con una mezcla de miles de
componentes. Las propiedades fisico-quimicas,de cualquier tipo de hidrocarburo no sélo
estan relacionadas con el nimero de“atomos de carbono, sino con el tipo de enlaces y la
presencia de unidades ciclicas (Jafarinejad, 2017):

En lo que respecta a la industria del petroleo, se l€ puede clasificar segin la localizacion
geogréfica del reservorio, como es el caso-del.West Texas Intermedio, Brent, Oman, Maya,
Olmeca, entre otros. Incluso por el contenidosde azufre; elicual es un elemento no deseado
dentro de la mezcla de hidrocarburos, cuando_el’ contenido de azufre es <1 % se le llama
petréleo crudo dulce, pero cuando contiene >1 %.recibe el nombre de petroleo crudo amargo
(Jafarinejad, 2017).

Los diferentes compuestos de petréleo también se clasifican conforme a su volatilidad. Al
calentarse los més ligeros se evaporan con facilidad, de tal manera.que los mas pesados se
quedan al tener un punto de ebullicion més alto. La Tabla 1 indica una clasificacion de los
tipos de petroleo segun su densidad °API. EI IMP (2016) divide a los hidrocarburos en ligero,
pesado, gas humedo o seco. En tanto que la industria mundial los clasifica\de acuerdo a su
densidad API, un pardmetro internacional del Instituto Americano del Petroleo, que
diferencia las calidades del crudo.

Tabla 1. Clasificacion del petréleo con base en grados API

Aceite crudo  Densidad ( g/cm®) Densidad API

Extra pesado >1.0 <10.0
Pesado 1.0-0.92 10.0-22.3
Mediano 0.92-0.87 22.3-31.1
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Ligero 0.87-0.83 31.1-39
Super ligero  <0.83 > 39

Fuente: IMP, 2016.

Por lo comln el petréleo crudo estd compuesto por 4 tipos familias de hidrocaburo. Los
alcanos o parafinas, repfesentan entre 15 y 60 % del petrdleo crudo; los naftenos o ciclo-
parafinas, entre 30-60 %;¢los aromaticos, entre 3-30 %; mientras que las resinas y los
asfaltenos componen el restosLos porcentajes relativos de cada uno de los componentes,
varia de petroleo a petrdleo, lo cual determina sus propiedades (Jafarinejad, 2017). Todos los
fluidos del petréleo son el resultaderde los procesos termoquimicos que han originado al
querogeno, y la composicion de los'mismos refleja su origen comun.

1.3.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DEL PETROLEO

El petréleo, como recurso natural norenovable, a partir del cual se genera la principal fuente
de energia a nivel mundial, sigue teniendo un\impacto importante en la economia de
importaciones y exportaciones en las naciones. Ror ejemplo, en las economias donde la
importacion de petrdleo es de suma importancia para sudesarrollo, un aumento en los precios
del barril por lo general significa malas noticias, ya que no solo incrementan los precios de
los combustibles y los insumos domeésticos, ‘'sino_que también se asocia con el pago de
impuestos e intereses a las naciones que exportan_el'recurso. Ese aumento en los precios del
petréleo implica un incremento en la incertidumbre en materia_econémica y financiera, lo
cual tiende a reducir las inversiones, asi como el consumo de proddctos de importacion tales
como automdviles, alimentos, etc. Pero, por otro lado, desde el punta de vista de los paises
exportadores de hidrocarburos, un incremento en los precios afecta’de forma positiva los
ingresos del gobierno, lo cual estimula el crecimiento econémico (Charfeddine y Barkat,
2020).

El petréleo es considerado como un producto energético de gran importancia y que ademas
es basico en el desarrollo de la economia a nivel mundial, ya qué representa
aproximadamente el 40 % del consumo de energia total en el planeta. Tan solo.poer dar un
ejemplo, alrededor del 94 % de la energia usada en el transporte proviene de la quema de los
combustibles basados en hidrocarburos, lo cual resalta ain mas su importancia no solo @nivel
economico (Mo et al., 2019).

Después de las crisis economicas que se han generado en la historia de paises desarrollados,
los economistas se han dado a la tarea de analizar y determinar las causas que las generan,
por lo que han establecido una relacion entre las fluctuaciones de los precios del petréleo y
variables de crecimiento econdmico como el Producto Interno Bruto, el consumo privado,
entre otros. Y aunque parece existir un nexo causal entre las crisis economicas y el aumento
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de los precios del petroleo, las pruebas no son completamente concluyentes, sobre todo en
las economias de los paises desarrollados (Gonzalez y Herndndez, 2016).

El incremento_del petroleo tiene un efecto directo, por ejemplo, en los productos derivados
del petrdleo usados en el sector transporte, afectando con el tiempo los precios de las
gasolinas, diésel ¢y.0tros combustibles. Esto, como un efecto domind, impacta en los costos
de produccion, lo que-eonduce a una reduccion en la demanda general de bienes y servicios,
lo cual involucra la economia completa de un estado. EI aumento en los costos del transporte
altera también la cadena de.los sistemas de distribucion.

Del mismo modo, el aumento de la poblacion mundial, o visto a nivel pais, aumentara
también la demanda de los’Sistemas de transporte, lo que implica mayor consumo de
combustibles, especialmente' de” las energias derivadas de la transformacion de los
hidrocarburos. El aumento de este econsumo, en especial de gasolina y diésel en el sector
transporte requerira al mismo tiempo, de grandes cantidades de productos derivados del
petrdleo, si es que se quiere mantener el.mismo ritmo de crecimiento en el futuro (Solaymani
y Kar, 2019).

En un mundo globalizado es imposible nogener efectos directos o indirectos por causa de las
fluctuaciones en el precio del petrdleo. Debide-a:que los combustibles usados en el transporte
son los méas consumidos; se espera qué haya un impacto directo en el aumento de los precios,
sobre todo en los paises que importan_esos productos en los préximos afios, lo cual esta
directamente relacionado con el aumento de la poblacion (Solaymani y Kar, 2019).

1.3.3 PROBLEMATICA AMBIENTAL

El petroleo y sus derivados pueden generar episodios de contaminacion, y por lo tanto
provocar un impacto ambiental, el cual puede definirse como el-€fecto de las actividades
humanas, industrias, negocios o proyectos en los ecosistemas naturales. La contaminacion y
la generacion de desechos estan asociadas a la industria del petréleo en sus diferentes
actividades y procesamiento de la materia prima, a través de la explaraciéon, desarrollo y
produccion. Emisiones al aire, agua y desechos sélidos pueden generarse en estos sectores y
pueden tener efectos potencialmente deletéreos en los seres vivos. Ademas; los derrames de
petréleo son otra forma de contaminacién que puede tener efectos destructivos.sobre la vida
marina y la zona de costa. Adicional a esto, los procesos de extraccion de petrolee generan
contaminacion por ruido, que, aunque ha sido minimizado por la lejania con las poblaciones
humanas, igualmente afecta a la flora y fauna de la regién (Speight, 2016).

El aumento de la demanda de hidrocarburos aumenta todos los dias, y con ello causa Su
escasez, asi como los riesgos de contaminacion provocados por su explotacion y transpotte”
Las fracciones de petrdleo que pueden llegar a ser contaminantes son compuestos
recalcitrantes considerados de méxima prioridad. El petroleo crudo estd sujeto a varios
procesos de intemperizacion tales como dispersion, evaporacion, infiltracion, disolucion,
emulsificacion, fotooxidacion, formacion de perlas, biodegradacion. Estos procesos
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dependen de factores ambientales como la temperatura, corrientes ocednicas y otras
condiciones’del clima. La resistencia de los hidrocarburos contaminantes a la biodegradacion
en suelo o erl agua dependen del tipo, asi como del peso molecular de la fraccion del petroleo
o el nimero desanillos en la estructura (Varjani, 2017).

Algunos de los efectos que provoca en seres vivos destacan sofocacion, anoxia, trastornos en
el crecimiento, disfuneiones en las reacciones metabodlicas, asi como un desbalance en el
contenido hormonal.(A corto plazo puede ocasionar muerte por necrosis aguda, hipotermia y
sensacion de ahogo. Mientras que los efectos a largo plazo incluyen desarrollo de
anormalidades en los animales marinos como la reduccion de las mandibulas, carencia de
pigmentacion y malformacignes en el craneo. Estas alteraciones provocan cambios entre las
especies de una poblacion y con el tiempo cambios mas complejos dentro de los ecosistemas.
Los hidrocarburos aromaticos policielicos, especificamente tienen la capacidad de inducir a
la formacion de tumores malignos que primeramente afectan la piel para después extenderse
por los demaés tejidos epiteliales, teniendo gran afinidad por macromoléculas como el 4cido
ribonucleico (ARN), acido desoxirribonueleico (ADN) y las proteinas (Varjani, 2017).

Por otro lado, durante la explotacion de 16s, yacimientos de petroleo, se producen gases de
efecto invernadero, siendo el principal gaseel2CH4, seguido de CO2 y NO.. La industria
contribuye a la emision de estos gasés a través de procesos relacionados a la combustion,
fugas de los equipos, y fugas de materiales no emisivos (caminos de asfalto, destilacion de
combustibles, lubricantes, naftas especiales). Estas pueden ocurrir de varias formas, por
ejemplo, cuando se sintetizan plasticos+escaucho sintético a partir de materias primas
derivadas del petrdleo (Jafarinejad, 2017).

En cuanto a los derrames, los factores clave ‘que.influyen sebre el impacto generalmente
destacan: el derrame mismo de petréleo, la magnitud del desastre, las caracteristicas fisicas
del ambiente marino o del suelo, la biologia marina o del suelosla salud de la sociedad, la
economia y la politica. Los derrames pueden impactar directamente a través de la ingestion,
absorcion e inhalacion y causar cambios en el comportamiento u“obligar a los organismos
que busquen otras fuentes de alimentos en lugares lejano. Afecta los ecosistemas
oscureciendo el entorno, por medio de una toxicidad quimica (lo que resulta‘’en efectos letales
causando deterioro celular) y por medio de cambios ecol6gicos como la desaparicion de
especies claves y la invasion de habitats por especies oportunistas (Jafarinejad, 2017).

La produccion de petroleo ha traido muchas consecuencias relacionadas con el mal manejo
durante su extraccion, transporte y almacenamiento, con un impacto ambiental negatiyo. En
2013, el 92.6 % de los derrames o fugas de petroleo que se acumularon en el suelo tabasqueno
fue debido principalmente a fugas en ductos, impactando los ecosistemas tropicales
(PROFEPA, 2013).
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1.3.4 PRODUCCION EN MEXICO Y EN TABASCO

En la actualidad’ para continuar con la tasa de produccion de petroleo la mejor estrategia
reside en hacep' més eficientes los procesos de recuperacion en los yacimientos que ya se
hallan en producgion, sobre todo en los campos maduros donde la extraccion practicamente
ha finalizado. Hay_que tomar en cuenta que por cada barril de petréleo que se lleva a la
superficie dos de ellas‘permanecen atrapados en los poros de la roca, lo que se traduce en un
33 % de eficiencia. Sin“embargo, este porcentaje suele variar dependiendo de la naturaleza
geologica del yacimientoy.asi como de la profundidad, de manera que puede haber diferencias
incluso de un pozo a otro (Hue, 2011).

El petréleo es un recurso naturalfio renovable y de mucha importancia para la mayoria de
las naciones ya que su economiia descansa en la extraccion, transformacion y
comercializacion de sus derivados. Para el afio 2018, la produccion promedio fue de
1,833,000 barriles diarios, dejando vepunareduccion muy sustancial del 24.5 % con respecto
al afio 2015, por lo que los procesos dé re€uperacion se hacen sumamente importantes ante
la baja en la produccion neta (PEMEX, 20183 The World Factbook, 2020). En la actualidad,
el petrdleo crudo pesado constituye la mayoria de las reservas mundiales. Se estima que
globalmente se han extraido alrededor de 1 trillon de barriles petrdleo, quedando sin extraer
alrededor de dos y cuatro trillones de*bairiles en los reservorios, por lo que se puede inferir
que aproximadamente el 67 % del pétroleo alin”estd atrapado en las rocas reservorio
(Hernéndez, 2016).

En México se cuantifica a la fecha un total de.260 billones de barriles de petroleo residual en
campos maduros y sin explotar. El1 90 % de tal volumen.€st4 confinado en un conjunto de
reservorios localizados, lo que permite que se_implementen, técnicas de recuperacion,
principalmente terciarias en atencion a los problemas de contaminacion ambiental, ya que el
uso de métodos térmicos y quimicos no son métodos compatibles con el medio ambiente.
Por ejemplo, en los campos petroleros de Cantarell y Ku-Maloob-Zaap, en la sonda de
Campeche, se encuentran disponibles 30 billones de barriles de petroleo en la zona menos
permeable de la roca. Si los métodos de recuperacion llegan a ser mas €ficientes y se extrae
tan s6lo un 10 % del petroleo residual se dispondria de aproximadamente 26 billones de
barriles adiciones de petréleo crudo (Hernandez, 2016).

En el afio 2018, de los 1,814,000 barriles diarios de hidrocarburos liquidos que§e produjeron
en México, 1,073,000 corresponden a petrdleo crudo pesado maya, 553,000 es ligero istmo
y 188,000 es super ligero olmeca. Estas cantidades no incluyen los condensad@s ni los
liquidos del gas (PEMEX, 2018). Para 2019, la produccion disminuy6 aproximadamefite'un
8 % con respecto al afio anterior, pues la producciéon mensual fue de 1,677,000 barriles diarios
(nuevamente sin tomar en cuenta los condensados ni los liquidos del gas). Del total de la
produccion 482,000 correspondieron a petroleo ligero Istmo, 1,061,000 a petrdleo pesado
maya y 134,000 a petroleo super ligero Olmeca (SENER, 2020).

De acuerdo con los datos de produccion de crudo por entidad federativa aportados por la
SENER (2020), Tabasco es el primer productor de petroleo a nivel nacional en tierra, con
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200 000 barriles diarios en 2018, seguido por Veracruz, Chiapas, Puebla, Tamaulipas y San
Luis Potosis'les cuales en total suman 318 000 de barriles diarios en comparacion a los 1,516
000 barriles“diarios que se producen en aguas territoriales. Pero en 2019 la produccion fue
ligeramente menor, con casi 191 000 barriles diarios para Tabasco. En la figura 1 se muestra
la produccién angal)de petroleo desde 2015 a la fecha.

En México se cuantifica a la fecha un total de 260 billones de barriles de petroleo residual en
campos maduros y sin‘explotar (Hernandez, 2016). La figura 2 muestra la produccion anual
por tipo de petréleo.
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Figura 1. Produccion de hidrocarburos por entidad federativa 2015-2019¢Fuente: SENER,
2020. (AT = aguas territoriales). S6lo se muestra la produccion de aguas tertiteriales de 2015.
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Figura 2. Produccion de petrélee’per tipo amivel nacional. Fuente: SENER, 2020.

1.3.5 RECUPERACION PRIMARIA Y SECUNDARIA DE PETROLEO

Es necesario reiterar que, la extraccién de petroleo, en la actualidad s6lo se puede extraer del
10 al 30 % del petréleo original en el lugar, lo cual dependeréd defactores como la naturaleza
geologica del yacimiento, la densidad del aceite atrapado en la roca;.entre otros (Vishnyakov
et al., 2019). Las reservas de petroleo existen tipicamente como reseryvas que se encuentran
atrapados dentro de una roca que funciona como depdsito original.»Un reservorio puede
definirse como una estructura geoldgica la cual contiene hidrocarburos a diferentes
densidades, por lo que puede ser petroleo crudo convencional, petréleo erudo pesado y gas
natural, que bajo condiciones de pozo aln conserva cierto grado de movilidad, lo que
finalmente dependera de sus propiedades (Speigh, 2016).

1.3.5.1 Métodos de recuperacion primaria

La recuperacion inicial en un pozo esta directamente relacionada con la energia de la que el
pozo por si mismo ya dispone. Tan pronto como un pozo es abierto, la energia contenida en
el gas o en el agua que, debido a la diferencia entre la presion atmosférica del reservorio, los
fluidos emergen a la superficie (Vishnyakov et al., 2019).
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Esta primera etapa se caracteriza por la ocurrencia de algunos acontecimientos como la
expansion.del petroleo y del gas que se halla disuelto, un desplazamiento por la propagacion
natural de aguaspresurizada y un drenaje que ocurre desde las zonas de mayor elevacion hasta
las profundidades.del pozo. La expulsion de los hidrocarburos depende de las propiedades
del fluido y de la‘roca, asi como de la estructura geoldgica y la geometria del reservorio.
Empero, todas estas*Caracteristicas son aplicables a hidrocarburos que debido a su densidad
aun pueden fluir por das paredes de la roca, sin embargo, para el petroleo crudo pesado no es
aplicable, ya que la rectiperacion primaria no tiene efecto sobre él debido a su alta densidad
(Vishnyakov et al., 2019).En.la figura 3 se muestran los diferentes métodos de recuperacion
de petréleo incluyendo la recuperacion primaria.

Durante la recuperacion primaria‘es suficiente la fuerza que viene con el esparcimiento del
gas y del petréleo ligero o con una péquefia ayuda a través de un equipo de bombeo, a pesar
de que la eficiencia de la recuperagion.primaria es particularmente baja cuando depende de
la expansion o de la evolucidn de la'selucion de gas. Sin embargo, hasta ese momento nada
ha sido agregado al reservorio con el fin de-aumentar o de mantener su energia y asi sostener
la eficiencia de barrido del petroleo hacia la'salida del pozo, lo cual hace caracteristico a este
tipo de recuperacion (Speigh, 2015).

Reenperacion
primaria
Levantamiento
Flujo natural artificial por
bombeo (gas, etc)
Recuperacion
secundaria
Inundacion con Mantenirgiento ge
la presion delagua)
agua inyeccion de gas
Recuperacion
terciaria
Térmica Gas Quimica Microbiana

Figura 3. Métodos de recuperacion de petrdleo. Fuente: Speigh, 2016

Durante la vida atil del pozo, la presion caerd, y en algin momento habra presion subterranea
insuficiente para forzar el petroleo a la superficie. Si las operaciones de extraccion son
redituables, y con frecuencia lo son, el petréleo restante se recupera utilizando métodos
secundarios de recuperacién de petroleo.
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1.3.5.2(Métoedos de recuperacion: secundaria

La recuperacion,secundaria se cataloga dentro de la categoria de recuperacion mejorada, ya
que hace uso de-energia que no proviene del yacimiento. Los procesos de recuperacion
secundaria se llevan a cabo debido a que el petroleo crudo ain permanece en el pozo, sin
embargo, la presion‘que habia durante la etapa primaria de la recuperacion se ha disipado por
causas naturales, porilo que se hace necesario recurrir a otras técnicas que puedan extraer el
petroleo remanente (Sheng;2020).

Por lo comun lo que se emplea es la inyeccion de fluidos, y lo ha sido por muchos afios.
Fluidos tales como el agua (técnica conocida como water flooding) y el gas natural, pese a
que no es considerado un fluide natural dentro de un reservorio de petréleo, se inyectan a
través de una serie de conductos con el fin de forzar el petréleo crudo a fluir con direccién
de otras zonas donde pueda ser recuperado. No obstante, tiene que tomarse en cuenta que
estas técnicas dependen de las propiedades del reservorio y de las propiedades del crudo
(Sheng, 2020).

Sin embargo, de todos los fluidos pueden ser usados como métodos de recuperacion
secundaria, el agua es el méas empleado ya que-en comparacion al gas u otras sustancias, es
mucho mas econémico. En este proeeso de water flooding, el agua se bombea a través de un
proceso de inyeccion (Speigh, 2016). Elsproceso de'water flooding es la mayor técnica usada
en la recuperacion secundaria, entendiéndose por mayor el hecho de que es la mas socorrida,
aunque puede no ser la mejor. De hecho, se=estima gue casi la mitad de todo el petréleo
producido en recuperado por medio de esta técpica. Enla_recuperacion secundaria, el fluido
inyectado debe desalojar el petréleo e impulsarle hacia los pozos de produccion. (Vishnyakov
etal., 2019).

1.3.5.3 Recuperacion terciaria por métodos mejorados (EOR)

De acuerdo con los datos que han sido reportados a lo largo de las investigaciones a nivel
mundial, la capacidad de recuperacion en las diferentes etapas varia ‘detacuerdo con la
naturaleza geoldgica del yacimiento y con las propiedades del aceite. Durante 1a etapa de
recuperacion primaria, el petréleo inicial se produce bajo presion natural (debido al gas
natural), donde generalmente se recupera del 10 al 20 %. Después, la tasa de recuperacion
disminuye de manera notable debido a la reduccion de la presion natural del dep6sito de
petréleo, debiéndose utilizar tecnologias de recuperacion secundaria para aumentar la
produccion (ver figura 5). Durante esta etapa se puede observar un aumento de (la
recuperacion total de hasta el 40-50 % del petroleo original en el lugar (Geetha et al., 2018):
Para aumentar la tasa de recuperacion de petroleo por encima de los valores indicados, se
utilizan métodos de recuperacion terciarios de hidrocarburos, llamados Recuperacion
Mejorada de Petroleo (EOR, por sus siglas en inglés). El proposito del uso de EOR es
aumentar la recuperacion final de petréleo incrementando la eficiencia bloqueando las zonas
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saturadas de agua altamente permeables y redireccionando los fluidos a las zonas que se
encuentransSaturadas de petréleo. Del mismo modo, se pueden reducir las propiedades de
superficie del_seservorio, es decir: disminuir las fuerzas de tension superficial entre el
petroleo y el fluido inyectado; igualmente se mejora la recuperacion modificando el efecto
de las fuerzas des€apilaridad, cambiando la mojabilidad de la roca, esto es: la capacidad de
ésta de mantener adheridas las particulas de petrdleo ligero o mediano (Vishnyakov et al.,
2019; Sheng, 2020).

Los metodos de recuperaeion terciaria de petréleo se llevan a cabo cuando los métodos
primarios y secundarios-no Jpueden obtener méas, o cuando ya no son economicamente
redituables. Esta es la causa*de que muchos pozos sean abandonados y clausurados aun
cuando la cantidad y calidad del‘petroleo en el yacimiento es alto. Sin embargo, a veces el
abandono del pozo no es la mejor ppcidn en muchos casos, de ahi la necesidad de los métodos
terciarios. Y aunque estos métodos‘terciarios son caros y no siempre son operacionalmente
viables, las técnicas han mejorado con.el tiempo y la recuperacion terciaria puede ser una
opcidén siempre y cuando la demanda y el“precio del petréleo sean lo suficientemente altos.
Esta etapa se conoce como recuperacion terciaria (Mohsenatabar y Saghafi, 2019).

La etapa terciaria de recuperacion de petrolee(ver figura 5) se puede clasificar en cuatro
técnicas principales: a). inundaciop-Quimica, b). inundacién térmica, c). uso de fluidos
miscible y d). uso de microbios. No“obstante, cuando durante la recuperacion se emplean
productos quimicos sintéticos, muchas veces derivados del petroleo, a la EOR también es
Ilamada Recuperacion Mejorada de Petrélgo. asistidarCon productos quimicos sintéticos,
CEOR, por sus siglas en inglés (Mohsenatabar 'y Saghafi, 2019).

22



Recuperationprimaria Recuperacién secundaria Recuperacion mejorada de petrdleo

Produce 12-15% del petrdleo original Produce del 15 al 20% del petrdleo (EOR)
en el lugar original en el lugar por inundacion con Se puede producir 4-11% mas del
agua petréleo original en el lugar utilizando

tecnologia actual y avanzada

Recuperacion térmica

Recuperacion miscible = Wil
5 Tl o N

Recuperacion quimica

H12a15%

15a.20 %

s |4a11% |
~)

Se estima que el contenido de
petroleo en un vyacimiento o
reservorio antes de cualquier
etapa de produccion es de
aproximadamente 460 billones bbl

Figura 4. Etapas de recuperacion de petréleo. (bbl: barriles diarios), los porcentajes
corresponden a la recuperacion de petréleo por cada etapa. Fuente: Speight, 2016.

El 11 % del proyecto EOR en todo el mundo se ve obligado a utilizar CEOR. Mas del 77 %
de estos métodos son inundaciones de polimeros y el 23 % son polimeros combinados con
tensioactivos. Esta técnica puede incluir un polimero, modificacion de un perfil de<formacion
profundo utilizando polimeros, tensioactivos, alcalis, emulsiones o una mezcla de elles:Estas
técnicas son de importancia ya que aun después de las etapas de recuperacion primaria y
secundaria, aproximadamente el 50 % del petroleo permanece atrapado en el deposito. El
porcentaje de recuperacion en la etapa terciaria depende de las propiedades del aceite;”la
naturaleza geoldgica del yacimiento y de la subetapa de EOR especifica que se aplique al
yacimiento, pero por lo general el promedio es entre un 10 — 15 % (Geetha et al., 2018). Aun
que Speight (2016) propone un porcentaje menor.
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El hecho de.gque existan estas técnicas de recuperacion no significa que todos los yacimientos
son candidatos para ello. Las propiedades poco favorables de los fluidos y las caracteristicas
especificas«deda roca de almacenamiento pueden limitar el éxito de la recuperacion. Los
depdsitos que son. candidatos principales para EOR incluyen, entre otros: a). depdsitos de
petroleo pesado donde la viscosidad es bastante alta y el petréleo no es mévil, b). depositos
de petréleo convencionales donde hay saturacién residual elevada de aceite debido a la
tension interfacial entre‘el,petrdleo y el agua, c). reservorios heterogéneos con variaciones
significativas donde la inyeccion de gas u otros fluidos puede provocar una mayor
recuperacion (Sater e Igbal;2016; Mohsenatabar y Saghafi, 2019).

La mayor parte de la inundacion quimica se ha aplicado en depdsitos donde prevalecen los
arenitos, es decir SiO2 y materialeés cementantes que mantienen unidos los granos de arena.
Pero la inundacion de polimeros no estd limitada a este tipo de roca. Sin embargo, la
inundacion de polimeros tiene otras limitaciones: viscosidad del petrdleo crudo (<200 cp),
temperatura (<120 ° C), salinidad (<20,000 ppm) y permeabilidad (> 30 md), su uso sigue
siendo generalizado (Geetha et al., 2018):

En la inundacion térmica la recuperacién'se basa en un principio en la reduccion de la
viscosidad al someter al petroleo pesado a un-aumento de la temperatura con el fin de reducir
la viscosidad y asi aumentar la movilidad en el depdsito. A medida que se introduce la energia
térmica en el depdsito también se producen otros/procesos en el depdsito que mejoran la
recuperacion de petréleo pesado. Los métados de reCuperacion térmica se aplican tanto a los
depdsitos convencionales como a los no eenvencionales. Se puede emplear inundacion de
vapor, inyeccién de vapor ciclico, presion cen_agua caliente y combustion in situ (Sater e
Igbal, 2016).

1.3.6 Recuperacion mejorada de petrdleo asistida por microorganismos (MEOR)

Como parte de las técnicas de recuperacion mejorada de petréleo, el'use'de microorganismos
ha sido relativamente reciente. El uso de los microorganismos da.eemo resultado la
Recuperacion Mejorada de Petroleo asistida por Microorganismos (MEOR!,_por sus siglas en
inglés), dentro de la cual se pueden dar algunos resultados como: a). que los'microorganismos
interaccionen con los fluidos del reservorio generando surfactantes; y b))« que los
microorganismos interaccionen con los fluidos del depoésito para producir polimeros (Safdel
etal., 2017).

La MEOR es una de las categorias de recuperacion terciaria de petroleo. Lo es cualquier
proceso que utilice microorganismos y/o sus productos metabdlicos, como biosurfactantes,
biomasa, biopolimeros, bioacidos, biosolventes, biogas y enzimas para mejorar la produccién
de petréleo de depdsitos maduros, clausurados o agotados. Asi como se lleva a cabo la
inundacion con agua o con polimeros, gas o CO3, durante la MEOR se lleva a cabo una
inundacion microbiana que puede incluir s6lo a la comunidad microbiana, los microbios y
sus productos o solo los productos de su metabolismo (Tatar, 2018).
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La MEOR puede definirse como un proceso biotecnoldgico que se emplea en la recuperacion
de petréleosSin embargo, a pesar de que forma parte de la recuperacion terciaria es un método
al que no se le habia puesto suficiente atencién, ya que diversos estudios de campo han
demostrado que algunos microorganismos tienen la capacidad de llevar a cabo sus funciones
metabdlicas en c¢ondiciones extremas, tanto como a 2,200 m de profundidad y hasta 207
amtdsferas (21 MPa)de presion, temperaturas superiores a los 80 °C y salinidad >16x10° mg
L1, y aun asi generat productos, los cuales tienen la capacidad de desplazar el aceite que se
encuentra atrapado en”les, poros de las rocas por mecanismos como inmiscibilidad o
imbibicidn espotanea (Baghman et al., 2014; Safdel et al., 2017; Tatar, 2018).

En las etapas iniciales de recuperacion por medio de la EOR, su uso suele ser redituable en
lo econdmico, pero a largo plazo‘tienen desventajas ya que muchas de las sustancias que se
emplean en estas etapas llevan riesgos ambientales inherentes; por ejemplo, el éxido de
etileno usado en la produccién de strfactantes no iénicos puede ser altamente contaminante
al ambiente. Por lo que la técnica de Ta-MEOR es una excelente alternativa ya que ademas de
ser ecologicamente amigable, en lo econémico es altamente redituable (ver figura 6) (Patel
et al., 2015; Safdel et al., 2017).
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Figura 5. Diagrama que muestra el incremento del precio del barril de petréleo segun la
técnica de EOR empleada. Fuente: Tatar, 2018.
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La MEOR,.de forma general puede dividirse en 2 categorias: in situ y ex situ. Este se
caracterizaspaorque los bioproductos deseados que se emplean durante la recuperacion se
producen fuera del pozo, mientras que cuando es in situ la produccion de todos esos
productos suceden dentro del pozo. EI método ex situ hace uso de organismos autdctonos
que ya se hayan adaptados a las condiciones de campo, pero también ofrece la posibilidad de
disefiar la cepa microbiana, modificarla para que lleve a cabo el objetivo deseado. Asi, los
productos de interés tales como los biosurfactantes (los cuales son los de uso mas extendido
en la MEOR) se extraenen-condiciones de laboratorio y se mezclan con otras sustancias para
su uso posterior en ensayes‘'en campo (Patel et al., 2015).

Ambos métodos tienen puntos favorables y sus respectivas limitaciones. Aparentemente el
método in situ deberia ser mejor‘porque hace uso de los microorganismos que ya existen
dentro del yacimiento, y el hecho de usar fuentes de carbono provenientes de materias primas
de bajo costo implica un efecto costo-efectivo alentador, sin embargo, no siempre es asi. No
se tiene la certeza de que la poblaciénsmicrobiana autdctona sea productora de alguno de los
bioproductos que pueden mejorar la recuperacion, y en caso de que lo fueran eso no garantiza
que los produzcan, incluso podrian pasar aios antes de que esto ocurriera, ya que las cepas
microbianas estan sujetas a una serie de reguerimientos ambientales que de no cumplirse
puede afectar directamente el metabelisSmo microbiano. Ademas, el aumento de la biomasa
celular (sobre todo de tipo fUngica) ptugde causar,taponamiento de los poros de la roca de
almacenamiento e interrumpir el flujo de les hidrocarburos (Patel et al., 2015; Fooladi, 2016;
Varjani y Upasani, 2017).

Por otro lado, el método ex situ a pesar de que‘requieremas tiempo y recursos técnicos para
su optimizacion en el laboratorio, por lo menos'se tiene la certéza de que la cepa es productora
de los metabolitos deseados para llevar a cabo una’ correcta MEOR. Incluso, el método ex
situ no solo puede hacer uso de las células totdles, sino quespuede inyectarse sélo los
bioproductos haciendo mas eficiente la recuperacion al quedar libreyel fluido inyectado del
efecto de los factores ambientales, los cuales no influyen sobre~metabolitos como los
biosurfactantes que son termoestables y halotolerantes, ademas de soportar altos niveles de
presion atmosférica, pH y salindad (Patel et al., 2015; Fooladi, 2016; Varjani y Upasani,
2017).

No obstante, toda la evidencia cientifica disponible sobre la MEOR y su importancia como
método terciario de recuperacion, las inconsistencias entre los resultados de laboratorio y las
pruebas de campo han sido una razén principal para que no se convierta en una.teenoelogia
de uso mas comun. Ademas, la falta de comprension cientifica y conocimiento sobre la base
y los detalles de los diferentes enfoques de MEOR también limitan su uso a una escala\mas
importante. Las nuevas tecnologias tienen el objetivo de proporcionar una mayor
informacion que elimine las restricciones que pesan sobre este método y se convierta en un
futuro inmediato en una forma de recuperar petrdleo sin poner en riesgo el equilibrio de los
ecosistemas naturales (Tatar, 2018).
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1.3.7 Lios hiesurfactantes en la recuperacion mejorada de petroleo

La MEOR,“forma parte de los métodos de recuperacion terciaria de petréleo. Sin embargo,
en la MEOR no.siempre es viable el uso de las células totales, sino que sus metabolitos
secundarios purificados o en extracto crudo también forman parte de la recuperacion. En
condiciones Optimas, las cepas microbianas pueden producir biosurfactantes, bioacidos,
biopolimeros, biosolventes, biogases, bioemulsificantes y biomasa en general, pero esto
dependera de las condieiones en que la comunidad microbiana se desarrolle y de los
elementos quimicos de los"que disponga (Safdel et al., 2017).

De todos los metabolitos los-hiosurfactantes son los mas empleados en la industria no so6lo
petrolera, sino en muchas otras.ya que tienen diversidad de aplicaciones. Se puede asegurar
que son indispensables en nuestravida diaria, ya que actGan como detergentes, agentes
espumantes, agentes humectantes) emulsionantes, dispersantes y lubricantes (Joy et al.,
2017).

Los biosurfactantes son metabolitos “seCundarios que son sintetizados por una amplia
multiplicidad de cepas microbianas, y esto.ocurre en la fase estacionaria de su curva de
crecimiento, pero estos no se producen sinoshasta el momento en que las cepas son puestas
en contacto con sustancias que son insolubles en agua, tal como sucede con los hidrocarburos
liquids y solidos (Varjani y Upasani, 2047).

1.3.7.1 Caracteristicas y clasificacion general de los biesurfactantes

Los biosurfactantes son moléculas que, en términos generales, contienen una region que es
afin al agua y otra que no lo es. De sus caracteristicas principales destacan su capacidad para
disminuir la tension superficial del agua en un intervalo generalizado que va de 72 mN/m
hasta 30 mN/m o menos, ya que los valores son variables de acuerdo al tipo de organismos,
la composicion molecular de biosurfactante y la materia prima de la‘cual fue sintetizado. Del
mismo modo, tienen la capacidad de modificar la tension interfacial de una mezcla de agua-
n-hexadecano desde un valor de 43 mN/m a 1 mN/m, en promedio, porque les\valores finales
también estan sujetos a los mismos parametros que la tension superficial (Bachman et al.,
2014; Oluwaseun et al., 2017).

Los biosurfactantes son considerados superiores a los surfactantes sintéticose~Entre sus
ventajas mas notables destacan su diversidad estructural, una selectividad mayor de suStratos,
asi como una baja concentracion micelar critica, lo cual es muy importante en términos
econdémicos, ya que al ser bajo este pardmetro (mg/L) la cantidad de biosurfactante quedebe
emplearse es menor para romper la tension superficial e interfacial. Esto supone un gaste
menor de recursos y un mayor rendimiento en los ensayos a nivel campo. Ademas, l0s
biosurfactantes son biodegradables y de baja toxicidad, por lo que el impacto al ambiente es
sensiblemente menor (Gao et al., 2016; Mondal et al., 2017; Safdel et al., 2017).
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De acugérda.con su estricta estructura bioguimica, los biosurfactantes pueden clasificarse de
una forma“mas completa, segun la carga superficial y la masa molecular. Asi, los
biosurfactantessse clasifican ampliamente en cinco grupos principales.

1. Los glucolipidos/ramnolipidos, soforolipidos, trehalolipidos) son los biosurfactantes mas
conocidos, se encuentran entre las cuatro clases de biosurfactantes, estan compuestos de
acidos grasos alifaticos,de cadena larga o &cidos hidroxilalifaticos y carbohidratos;
generalmente son producidos por cepas de Pseudomonas aeruginosa. Son complejos de
carbohidratos y acidos grasos;presentan un enlace éter o un grupo éster. Estan formados por
uno o dos &cidos grasos B-hidrexidecanoico, Csa Cis, conectados por el extremo carboxilo a
una o dos moléculas de rammosa conocidas como monoramnolipido y diramnolipido,
respectivamente (Sajna, et al., 2015;.Oluwaseun et al., 2017; Varjani y Upasani, 2017). La
figura 6 muestra un ejemplo de un hiosurfactante glucolipido.

En el caso de los soforolipidos, estos han'sido descrito ampliamente en cepas fungicas de las
especies Torulopsis bombicola, Torulopsis petrophilum y Torulopsis apicola. Estan
constituidos principalmente por un carbohidrato dimérico soforosa, el cual esta unido a una
larga cadena de acidos grasos por medio de unenlace glucosidico (Sobrinho et al., 2014).
Los trehalolipidos son el tercer grup0 de biosurfactantes dentro de la categoria mayor de los
glucolipidos. Han sido sintetizados de<Cepas microbianas del género Rhodococci y tienen
importantes propiedades bioldgicas y fisicequimicas..Estan constituidos principalmente por
el disacérido trehalosa en la cual dos moléctlas de glucosa estan unidas por medio de un
enlace a,o-1,1- glucosidico. La trehalosa es‘€l.componente_principal de los glucolipidos de
la pared celular es cepas de Mycobacteria, Nocardia y Corynobacteria. Del mismo modo
han sido aislados de Rhodococcus erythropolis (Shoeb et al.,(2013).
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Figura 6. Estructura de un ramnolipido con dos moléculas de ramnosa y dos unidades de
acido B-hydroxydecanoico. Fuente: Sajna et al., 2015.

2. Por otro lado, entre los lipopéptidos (surfactinas, liqueninas, iturinas, fengicina)
producidos por cepas bacterianas, principalmente del género Bacillus, se destaca la
surfactina, la cual es un tipo de biosurfactante que tiene una amplia actividad de superficie.
Es un lipopéptido ciclico que contiene &cidos grasos B-hidroxilos y residuos D-/L-
aminoacidos. Este tipo de biosurfactante estd compuesto por una estructura anillada de 7
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aminodcidos (L-asparagina, L-Leucina, &cido Glutamico, L-leucina, L-valinay 2 D-leucinas)
acoplada astina cadena de &cidos grasos unidos por una molécula de lactona (Sajna et al.,
2015; Marqueseet al., 2020). En la figura 7 se muestra la estructura de algunos biosurfactantes
lipopéptidos.

En lo referente ada liquenisina, ésta es un biosurfactante lipopéptido producido tipicamente
por la cepa Bacillus~licheniformis, los cuales exhiben buena estabilidad ante cambios
extremos de temperatura, salinidad y presion. Tiene una secuencia primaria de aminoacidos
L-GIn-L-Leu-D-Leu-L#Val-L-Asp-D-Leu-L-lle (Sajna et al., 2015).

Y en cuanto a las iturinas;€stas son producidas por bacterias del género Bacillus. La iturina
A contiene acidos grasos B-amino (14-17 atomos de carbono) rodeados de siete minoacidos:
L-Asn-D-Tyr-D-Asn-L-GIn-L.-Pro-D-Asn-L-Ser, y esta estructura anfifilica especial le
confiere una actividad antimicrobiana de amplio espectro (Xu et al., 2019).

Figura 7. Molécula del principal isémero de la surfactina (Lipepeptido). Fuente: Yang et al.,
2020.
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Figura 8. Estructura anfifilica representativa de la familia iturina. Fuente: Ambricio y Trupo,
2017.
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3. Los fosfolipidos, acidos grasos y lipidos neutros (Fosfatidiletanolamina,
Corinomoléticos) son sintetizados por muchas cepas bacterianas que producen
biosurfactantess e naturaleza acidos grasos y fosfolipidos, especificamente cuando el
hidrocarburo es un n-alcano por ejemplo, la cepa Rhodococcus erythropolis es capaz de
crecer en sustrat@s) compuestos por n-alcanos, causando la disminucién de la tensidn
interfacial en una mezcla de agua-n-hexadecano hasta valores inferiores a 1 mN/m y una
concentracion micelar'critica de 30 mg/L ( Sobrinho et al, 2014; Sajna et al., 2015).

4. Los biosurfactantes jpoliméricos (emulsan, liposan) son compuestos de alto peso
molecular con actividad‘emulsificante. Entre ellos se encuentra el emulsan, Acinetobacter
calcoaceticus, (figura 9) “y>el liposan. El primero es un complejo microbiano, un
lipopolisacarido y &cidos grasos/tnidos por enlaces covalentes. Es un biopolimero de alto
peso molecular formado por D-galactosa-mina y D-galactosa-minurénico. Mientras tanto, el
liposdn es producido principalméente por Candida lipolytica o Yarrowia lipolytica,
compuesto por 83 % de polisacaridos 317 % de proteinas. Tiene propiedades emulsificantes
y en la estabilidad de la emulsién, (Sajnas€t.al., 2015).
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Figura 9. Estructura una molécula de liposan. Fuente: Sajna et al., 2015.

5. Finalmente, los biosurfactantes particulados forman la Gltima categoria )de
biosurfactantes. Son de dos tipos, vesiculas extracelulares y células microbianas totales.,Lias
vesiculas de membrana extracelular dividen los hidrocarburos para formar microemulsiones,
que juegan un papel importante en la captacion de hidrocarburos. A veces el total de la célula
bacteriana en si misma puede funcionar como biosurfactante (Tadros, 2014; Sajna et al.,
2015).
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1.3.8 EQUIPOS EMPLEADOS EN LA RECUPERACION MEJORADA DE
PETROLEO ESCALA LABORATORIO

Los ensayos deé _recuperacion mejorada de petrdleo asistida por microorganismos tienen
formas in situ y €X situ para llevar a cabo la recuperacion. Una vez aislados, se someten a
diferentes pruebas.e protocolos con el fin de seleccionar aquellas que tengan las mejores
caracteristicas para cumplir con los objetivos de la investigacion. Por ejemplo, mayor
porcentaje de recuperacién, mejor curva de crecimiento, seleccion de sustratos para
produccién industrial, mejer indice de emulsificacion. Las cepas seleccionadas extraidas del
pozo son cultivadas en condiciones controladas de laboratorio, haciendo un riguroso proceso
de seleccidn con base en su temperatura de crecimiento, tolerancia a diferentes rangos de
salinidad, entre otros (Geetha et al.,.2018).

1.3.8.1 Uso del core flooding

El primer método que se describe recibe elknombre de inundacion de nucleo (core flooding
assay, en inglés). Se trata del método mas complejo y que requiere los aditamentos
tecnoldgicos mas sofisticados. También_es el mas-costoso en términos econdémicos. Para su
funcionamiento utiliza un fragmento~de~reca consun volumen de poro promedio. Ese
fragmento recibe el nombre de ndcleo, ypuede ser extraido durante el proceso de perforacion
del yacimiento. Necesita ser del mismo yacimiento porque-su naturaleza geoldgica afecta
directamente el proceso de recuperacion de petroleo. Sin-embargo, en ocasiones se utilizan
nacleos disefiados por industrias quimicas, que sonyfabricadas segun los requerimientos del
laboratorio que lleva a cabo el ensayo (Garcia et al., 2019).

En cuanto al equipo (figura 10), este se encuentra constituido por.una bomba de inyeccion
continua, un horno para el control de la temperatura, cilindres_de transferencia, un
manOmetro para monitorear la presion interna del equipo, un “transductor de presion
diferencial, un software para la interpretacion de la informaciéon y una celda de acero
inoxidable que contiene el nicleo (Garcia et al., 2019).
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Figura 10. Representacion esquematica,de un equipo para ensayo de coreflooging. Fuente:
Darvishi et al., 2011.

El método de inundacién de nucleo puede variar de una investigacion a otra debido a que
cada yacimiento y su correspondiente/Contenidode petrdleo tiene sus propias caracteristicas,
pero en términos generales se sigue la misma-metodologia. Por ejemplo, Castorena-Cortés et
al., (2012) indican que el nucleo primero s¢ saturasconsuna solucion de salmuera (previo
vacio) con un contenido de NaCl a 15 g/L para después.sersaturado con petrdleo a un 75.5%.
Posteriormente se hace vacio por segunda vez al nficleo cefi el fin de extraer el aire remanente
y mejorar la impregnacion de petroleo en la rocas

Los resultados deben medirse y compararse con otras investigaciones similares con el fin de
evaluar su eficiencia.

1.3.8.2 Uso de la celda de Amott

El método de la cela de Amott guarda algunas similitudes con el antefier método del
coreflooding. En la figura 11 se puede ver la estructura que se emplea para este método
(Garcia et al., 2019). Ambos tienen un protocolo de impregnacion similar y también ambos
hacen uso de una roca o nucleo que puede ser natural, directamente del yacimiento o de
disefio comercial. Este método funciona a través del proceso de imbibicion espontanéay Este
es un proceso en donde un fluido que satura un medio capilar es desplazado por otro fluido,
y es espontanea cuando el fluido desplazante penetra el medio capilar inicamente bajo(la
accion de las fuerzas capilares.
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Figura 11. Celda de Amott y proceso deambibicion espontanea. Fuente: Ramirez, 2010.

Esquema de una celda de imbibicién espontanea
’ ACEITE

En la celda de Amott se mide la cantidad ‘de aceite expulsado del nucleo (previamente
saturado con aceite) por el efecto de imbibiciofnt deda salmuera con y sin caldo microbiano.
En la figura 11 se muestra un esquema d€ ¢élda de4mbibicion espontanea. A diferencia del
ensayo de coreflooding, la celda simula las condicion€s fisicas de un pozo, ya que se trata de
una columna donde las condiciones son estdtieas, no asi'el\coreflooding donde el sistema es
dindmico (Garcia et al., 2019).

Los volimenes de aceite expulsado se miden enfel tubo capilar.graduado cada 24 h hasta el
momento en que el aceite deja de fluir. El periodo de confinami€nto con el metabolismo del
microorganismo que se estd evaluando, pero puede ir

de 5 a 10 dias, siempre en condiciones controladas de laboratorio.

1.3.8.3 Uso de las columnas empacadas con arena (sand pack column)

Como el método anterior que hace uso de la celda de Amott, las columnas empacadas con
arena (sand pack columns, en inglés) también simulan las condiciones estructurales en un
pozo petrolero. Si bien es el méas sencillo de los tres, los resultados de su uso son‘confiables.
Permite el uso de réplicas en condiciones estaticas a diferencia del ensayo de coreflooeding,
solo que no usa un ndcleo solido, sino que emplea arena de un tamario especifico, porloque
estd orientado mas hacia los yacimientos cuya composicién mineral es similar a los arenitas,
y no carbonatos. La diferencia en densidad entre ambas clases de yacimientos es lo que lleva
a la existencia de este método, principalmente. También es el de menor costo de los tres y el
mas sencillo de disefiar. Debido a ello es posible conectar una serie de dispositivos de manera
simultanea (Garcia et al., 2019).
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Las columnas empacadas con arena son de uso tipico en el laboratorio. Gudiia et al., (2013)
hacen una.déscripcion del equipo. Es una columna orientada en forma vertical de acrilico con
un volumen‘de250 mL. Sin embargo, por el hecho de ser de disefio sencillo las dimensiones
y los materialeg’pueden ser variados. Las columnas empacadas con arena pueden estar hechas
de pléstico de pve;0)de vidrio, todo depende de las condiciones econdmicas de los materiales,
y el volumen va enduncion a los objetivos de recuperacion en los ensayos de investigacion.
La figura 12 muestrallas'caracteristicas fisicas de la columna.

Tamiz superior
Tamafio de poro
de 1 mm

. 5.0 cm
Diametro externo

9 , 4.0 cm
Dametro interno  €———m—n3

Punto de inyeccion 20.0 em
1.2cm .

Anillo de caucho
Tipo 'O" >

Tamiz inferior
Volumen de poro de 100 pm

Figura 12. Disefio de una columna empacada con arena.
Fuente: Gudifia et al., 2013.
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Figura 13. Modelo estandar de recuperacion de petroleo<«€n-una columna empacada con

arena. Fuente: Gudifa et al., 2013.

Las columnas empacadas con arena son de facil disefio y de bajo €esto y no requieren de
almacenamientos especiales como el nucleo usado en el coreflooding‘y la celda de Amott. El
uso de microorganismos y sus metabolitos asociados como los biosurfactantes, bioécidos,
biosolventes, biopolimeros, bioemulsificantes y biomasa, son una alternativa en la
recuperacion mejorada de petréleo ya que son de baja toxicidad e impactan mengs al medio
ambiente en comparacion con los métodos terciarios convencionales (Garcia et al.,.2019)
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PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND EVALUATION OF THE
SURFACTANT ACTIVITY OF AMPHIPHILIC MOLECULES SYNTHESIZED BY
Raoultella planticola

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y EVALUACION DE LA ACTIVIDAD
SURFACTANTE DE\MOLECULAS ANFIFILICAS SINTETIZADAS POR
Raoultella planticola

RESUMEN

En el presente trabajo fueron”reactivadas catorce cepas bacterianas, preservadas en el
laboratorio de biotecnologia de la-dniversidad Juarez Autonoma de Tabasco. De las cuales
cuatro fueron seleccionadas a través”de_una prueba de ensayo hemolitico que permitio
conocer con alfa (o) o beta (8) hemélisis posible presencia de biosurfactantes. Las cepas
seleccionadas fueron inoculadas en dos‘medios minerales con base de nitrogeno (nitrofoska
y triple 17), la absorbancia fue medida conwn espectrofotometro de UV-VIS cada 6 h por 96
h para conocer la cinética de crecimiento. Para estimar el tiempo de maxima produccion de
biosurfactante se emplearon diferéntes pruebds como gota colapsada, indice de
emulsificacion y dispersion de aceite. Con-base a estos resultados se identifico por medio de
pruebas bioguimicas a la cepa Raoultella planticola, que acorde a los analisis de
cromatografia en capa fina y FT-IR es productora de.glueolipidos. El rendimiento de la
produccion de biosurfactantes para R. planticola fue de 3:22:g L-1.

PALABRAS CLAVE: Biosurfactante, Raoultellay MEOR, petfoleo

2.1 INTRODUCCION

El petrdleo es la principal fuente de energia a nivel mundial. Debido a ladmportancia que
reviste como fuente de energia, se han desarrollado diversas técnicas para incrementar el
factor de recuperacion, algunas de las cuales emplean sustancias que resultan toxicas para el
medio ambiente. Los métodos quimicos emplean sustancias como: NaOH, NazSiOs y
Na.COzs; también utilizan polimeros como poliacrilamidas; los procesos miscibles-utilizan
alcoholes y gases como CO2, C3Hs, mezclas de CsHs-CsHioy gases ricos en CoHg, ‘C3He,
CsHwo y C5H12; mientras que la inundacion con polimeros-surfactantes hace uso-.de
surfactantes sintéticos que no son biodegradables, lo cual altera la composicion final del
petrdleo (Fooladi et al., 2016; Speight, 2016; Khan et al., 2021).

De los métodos terciarios disponibles, el microbiano es visto con gran interés comercial. El
uso de surfactantes de origen microbiano (biosurfactantes) es posiblemente la mejor
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alternativa puesto que éstas son moléculas de superficie activa capaces de mezclar sustancias
inmisciblesy~no son toéxicas al ambiente y son biodegradables. La produccion de
biosurfactantes«€s un proceso por lo general de alto costo, ya que también son empleados con
fines biomédicos y alimenticios, pero en los procesos de recuperacion mejorada de petroleo
no es necesaria alta)pureza debido a que no se usa en seres humanos o animales. Para esto,
es suficiente el usa.del caldo crudo libre de células que ademas de biosurfactantes contiene
otros productos metabolicos que actdan sinérgicamente, lo cual incide directamente en la
eficiencia de la recuperacién de petroleo. La cantidad recuperada dependera de la diversidad
de moléculas que contenga‘el.caldo libre de celulas (Bachmann et al., 2014; Marques et al.,
2015; Soares Da Silva et al',2017; Hernandez et al., 2019; Janaghi et al., 2022).

El uso del caldo libre de células;y el empleo de fuentes de carbono de bajo costo, como
sucede con desechos agroindustriales’de remolacha, melaza de cafia de azUcar, cascarillas de
trigo o arroz (Mohanty et al., 20215 Ciurko et al ., 2022) o algunos fertilizantes industriales
como el nitrofoska rojo (Hernandez et-al.; 2011) puede disminuir los costos de produccion
hasta en un 60 %, ya que la fuente de carbene y nitrégeno influyen en el tipo de biosurfactante
producido (y los demas metabolitos secundarios), asi como factores fisicos y quimicos como
el pH, salinidad, temperatura y la cepa micrebiana de la cual derivan (Soares Da Silva et al.,
2017; Das y Kumar., 2019; Jahan et al.; 2020) puede abaratar los costos de produccién hasta
en un 60 %, ya que la fuente de carbonoy nitrogeno influyen en el tipo de biosurfactante
producido (y los demas metabolitos secundarios), asi como factores fisicos y quimicos como
el pH, salinidad, temperatura y la cepa miergbiana dé la‘cual derivan (Soares Da Silva et al.,
2017; Das y Kumar., 2019; Jahan et al., 2020Q):

El uso del caldo libre de células permite una mejor.actividad de los metabolitos en el proceso
de recuperacion. La biomasa celular tiende a obstruir los capilares de la roca por donde el
petroleo fluye una vez que la mojabilidad de la roca ha cambiade:.El tamafio relativamente
grande de las células bacterianas es una caracteristica no deseable del caldo libre de células
(Patel et al., 2015; Gao et al., 2017; Khubaib et al., 2020). Peekate & -Abu (2017) mencionan
la importancia de no usar reactivos innecesarios en la produccién de‘biosurfactantes, por lo
que la determinacion de la maxima produccién de biosurfactantes con la menor cantidad de
reactivos es requerida.

La demanda de petroleo a nivel mundial no ha disminuido, incluso se prevé que aumente
hasta un 73 % para el afio 2030. EI 94 % de la energia utilizada para el transporte en forma
de gasolinas, diesel o turbosinas, proviene de su transformacion y quema (Ajona & Vasanthi.,
2021; Hoang et al., 2021). Por lo tanto, es necesario hallar cepas microbianas que‘permitan
recuperar, mediante el uso de sus metabolitos, las reservas de petroleo que por su\alta
densidad no pueden ser extraidos por los métodos primarios y secundarios.

En este sentido es comun reportar cepas como Pseudomonas y Bacillus como productoras de
biosurfactantes. Sin embargo, existen otras como Acinetobacter calcoaceticus, Enterobacter
sp, Pantoea sp., Burkholderia, Escherichia coli que también han sido reportadas. Pero hay
otras como las bacterias del género Raoultella (antes Klebsiella, Castillo-Macias et al., 2018).
que también tienen el potencial de producir biosurfactantes (principalmente ramnolipidos),
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sin embargo, se reportan muy pocas veces. Klebsiella sp es capaz de usar diferentes fuentes
de carbone™~(remolacha, sacarosa, xilosa, aceite de soja) que les permite producir
biosurfactantessque pueden ser usados en biorremediacion y en recuperacién mejorada de
petroleo (Ahmad et al., 2021). No obstante, debido al efecto que ejerce la cepa microbiana
sobre las propiedades del aceite, y éste sobre la actividad del microorganismo, es de suma
importancia que éste"sea autdctono del reservorio o campo petrolero donde se desea probar
porque éstos se hallan adaptados a las condiciones de cada pozo particular. Estas condiciones
fisico-quimicas y geoquimicas pueden llegar a ser extremas, ya que con la profundidad se
modifican otros factores'fisicos caracteristicos de un yacimiento (Varjani & Gnansounou.,
2017; Alkan et al., 2020; Kagler et al., 2021). Por tal motivo esta investigacion tiene como
objetivo seleccionar un conjunto”de cepas productoras de biosurfactantes a partir de un
cepario de bacterias petrofilicas gue’puedan ser aplicados en la recuperacion mejorada de
petroleo.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 SELECCION DE CEPAS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES

En esta investigacion se emplearon cepas bacterianas preservadas en el laboratorio de
biotecnologia de la Divisién Académica.de_Ingenieriaty Arquitectura de la Universidad
Juarez Auténoma de Tabasco, las cuales fueron reactivadas y purificadas en medio agar
nutritivo por el método de siembra en placa propuesto por.Madigan et al., (2017).

Las cepas bacterianas reactivadas se sometieron a una prueba-de ensayo hemolitico con el
fin de conocer su potencial para producir biosurfactantes (Datta_et al., 2018). Las cepas
fueron sembradas por estriado en una muestra de agar sangre al 5%, a 30° C y mantenidas
en incubacion por tres dias. La presencia de manchas verdes obseuras (a-hemolisis) o
amarillo transparente (B-hemolisis) se considerd6 como positiva para la produccion de
biosurfactantes. La ausencia de estas indico que no hubo hemolisis (Joy et al4”2017; Ogunshe
& Falode., 2021).

2.2.2 CINETICA DE CRECIMIENTO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas seleccionadas fueron inoculadas en dos medios minerales con fuente de nitrégeno
diferentes. El primero esté disponible en el mercado bajo el nombre comercial de Blaukorn
classic, también conocido como nitrofoska azul, cuya composicion es: 12 % de nitrogeno
total, 8 % P20s, 16 % K20, 10 % S, 3 % Mg, 0.06 % Fe, 0.02 % B y 0.01 % Zn. El segundo
medio empleado es el conocido como triple 17, su composicion es: nitrogeno 17 % + fosforo
17 % + potasio 17 %.
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Durante la primera fase del crecimiento, las cuatro cepas crecieron en caldo nutritivo (g/L):
1.0 de extraCto de carne, 2.0 de extracto de levadura, 5.0 de peptona y 5.0 de NaCl (Kanna,
2017). Las eepasalcanzaron una densidad Optica a una longitud de onda de 600 nm (OD600)
de 0.3 y despugs fueron inoculadas en los medios minerales descritos. A partir de entonces
se midio la absorbancia con un espectrofotdémetro Thermo Spectronic Genesys 20, cada 6 h
durante 96 h para determinar la cinética de crecimiento. Se establecieron 4 biorreactores por
cada medio, por triplicada. Un volumen de 350 mL se prepard con nitrofoska, con una
composicion de (g/L): 0.5.de nitrofoska como fuente de nitrogeno y 1.175 de sacarosa como
fuente de carbono. La relaeion C/N de este medio fue de 29.61. El segundo medio con triple
17 tuvo una composicion de(g/L): 0.5 de triple 17 y 1.175 de sacarosa, cuya relacion C/N
fue de 21.07. Los biorreactores contaron con un sistema de aireacion continuo, para asegurar
la correcta distribucion del aire. La tasa de flujo volumétrico fue de 1.21 x 10-4 m3/s a una
temperatura promedio de 29.1 °C.

El analisis estadistico se realizé por medio de un disefio experimental con arreglo factorial
4x2. El factor A fue la cepa microbiana,.€on cuatro niveles: C1, C2, C3y C4; el factor B el
medio mineral con base de nitrogeno, con dasiniveles: nitrofoska y triple 17. Se establecieron
ocho tratamientos por triplicado, con 24 unidades experimentales. Los resultados fueron
analizados con el paquete estadistico/Statgraphics. CenturionTM v.XVIIl a un nivel de
significancia de a = 0.05, empleando”un analisisyde varianza multifactorial para medidas
repetidas en el tiempo, seguido de una prueba a posteriori de Tukey.

2.2.3 OBTENCION DEL CALDO BACTERIANO LIBRE DE CELULAS

En condiciones controladas se establecié un bioehsayo, éste~fue.inoculado con las cepas
identificadas como: C1, C2, C3 y C4 en un medio mineral consbase de nitrogeno para la
obtencion del caldo bacteriano libre de células. Se obtuvieron alicuetas de 30 mL cada 6 h
durante los tiempos (h): 18, 30, 42, 54, 66, 78, 90 y 96. La fase esta€ionaria se establecio a
partir de las 18 h de cultivo. Cada muestra de caldo libre de células fue Centrifugada a 6,000
rpm por 20 minutos. Las muestras se almacenaron durante 24 h a4 °C.

2.2.4 SELECCION Y ESTIMACION DE LA PRODUCCION DE
BIOSURFACTANTES

Para estimar el tiempo de méaxima produccion de biosurfactantes se emplearon las siguientes
pruebas adicionales.

2.2.4.1 Prueba de ensayo hemolitico
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Las muestras de agar base sangre al 5 % se prepararon en el laboratorio segun lo propuesto
por (Joy etalk., 2017), y con ayuda de un sacabocado, la superficie del agar fue perforado. De
acuerdo con’los tiempos de muestreo se realizaron ocho perforaciones que corresponden a
los ocho tiempos_de muestreo de la fase estacionaria, para cada una de las cuatro cepas
bacterianas. Por gtra parte, el caldo libre de células de los medios nitrofoska y triple 17 fue
puesto a prueba; sesagregaron aproximadamente 0.1 mL del caldo libre de células en cada
perforacion segun los tiempos de muestreo, para observar la presencia de sustancias
tensioactivas que provequen hemodlisis.

La presencia de halos verde.obscuro (a-hemdlisis) o amarillo-transparente (B-hemdlisis)
alrededor de cada perforacion’indica la probable presencia de biosurfactantes. El diametro
del halo se midi6 haciendo usosdel programa FI1JI de ImageJ win-32 version 1.440, y de
acuerdo con estos resultados se estim6 el tiempo de maxima produccién de biosurfactantes.

2.2.4.2 Prueba de gota colapsada

En una superficie hidrofébica, como una bandade parafilm, se colocaron 40 uL de cada caldo
bacteriano libre de células por cada tiempo de muestreo, y a continuacion se observo la forma
de la gota. La presencia de biosurfactante condueera la reduccion de la tension interfacial
entre la banda hidrofébica de parafilm«y la.gota hidrofilica del caldo libre de células (Joy et
al., 2017). El didmetro de cada una de‘las gotas se.midi6 con un vernier para posteriores
comparaciones.

2.2.4.3 Dispersion de aceite

Para este ensayo se usaron cajas de petri de 90 x 10 mm. De aetierdo con Marques et al.,
(2015) en cada caja se colocé un volumen de 50 mL de agua destilada"y se afiadieron 20 uL
de petréleo crudo pesado (15.18 °API) para formar una capa delgada y superficial de
hidrocarburos. Posteriormente 10 uL del sobrenadante libre de células Se aplicaron sobre la
capa de aceite. Los resultados se consideraron positivos cuando el caldolibre de células
afiadido formé una zona de aclaramiento sobre la pelicula de aceite, a causa de la,presencia
de moléculas tensioactivas. El didmetro fue medido en la zona de aclaramiento €¢on un vernier
en cada una de las cajas cuyo resultado fue positivo para determinar el tiempo._de mayor
produccion de biosurfactantes.

2.2.4.4 Indice de emulsion (E24)

En un tubo de ensayo se mezclaron 2 mL de n-hehexadecano y 2 mL de caldo libre de células,
posteriormente se agitd en un vortex durante 2 minutos y se dejé reposar por 24 h. El indice
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de emulsificacion es la relacion entre la altura de la capa de la emulsion y la altura total de la
mezcla (Cooper & Goldenberg, 1987; Ja’afaru et al., 2022).

2.2.5 CARACTERIZACION DE LA CEPA BACTERIANA: MORFOLOGICA DE
LAS CEPAS AISLLADAS, TINCION DE GRAM, TAMANO CELULAR Y PRUEBAS
BIOQUIMICAS API’20 E

Para hacer esta caracterizacion se llevaron a cabo pruebas como la tincion de Gram,
publicado en el Manual .de, Técnicas de Laboratorio de la Universidad Autonoma
Metropolitana (Aquiahuatl &.Perez, 2004). Esta prueba clasifica de forma general a las
bacterias segun su capacidad destincion, conforme a la estructura de la pared celular. También
se identifico la forma de las UFC _(unidades formadoras de colonias) (Kumar, 2012) con la
técnica de siembra por superficie deserita por Madigan et al., (2017). Del mismo modo se
realizaron micrografias electrénicas segun la guia de microscopia electrénica de Gonzalez et
al., (2003) utilizando un microscopio HRTEM JEOL JEM 2100 a 200 Kv en modo de campo
claro con pieza polar objetiva de alta resolucion con filamento de LaB6. Usando el software
GATA digital micrograph, calibrado con unamuestra patron de oro en el plano de 1.09 mm
con un margen de error de = 0.1 %.

La identificacion de la cepa bacteriana se realiz6 con.un analisis fenotipico del sistema API
20 E marca Bio-Merieux. Este analisis contiene 20 microtubos con sustancias deshidratadas
como: glucosa, arginina dihidrolasa, ureasa y por ensayos de asimilacion de D-glucosa, L-
arabinosa, D-manosa, D-manitol, D-ribosa, Nacetil'glucosamina, D-sorbitol y D-fructosa por
mencionar algunas. En cada microtubo se agrega-un inocul@ bacteriano para rehidratar las
sustancias, se incuba de 24 a 48 h, transcurrido este tiempo se obServan los cambios de color
y se compara con la tabla de identificacion del sistema API 20 E:

2.2.6 EXTRACCION Y PURIFICACION DEL BIOSURFACTANTE

Las cepas que dieron positivo en la produccién de biosurfactantes fueronseultivadas
nuevamente en 1,000 mL de medio mineral con base de nitrégeno y despues de-90 h de
incubacidn, el caldo se centrifug6 a 6,000 rpm por 20 min para remover la biomasa e€lular.
El sobrenadante fue separado en un vaso de precipitado de 1,000 mL para acidificar el.medio
libre de células. Se agrego HCI 2 N hasta lograr un pH 2.0, dejandose en agitacion por,24.h
a 4 °C. Transcurridas las 24 h se observo un precipitado en forma de polvo en el fondo.del
vaso. El caldo se centrifugd por segunda vez a 6,000 rpm por 20 min hasta concentrar el
precipitado en el fondo del tubo. Posteriormente se separ0 el precipitado y se suspendio en
agua destilada (pH 7.0) y se congel6 hasta su posterior liofilizacion.
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2.2.7 IDENTIFICACION DE LIPIDOS POLARES Y GRUPOS FUNCIONALES

Cromatografiasen capa fina. Las muestras de biosurfactante parcialmente purificado fueron
analizadas en placas de silica gel 60 F254 para la identificacion de glucolipidos, lipopéptidos
y fosfolipidos. Cada placa cromatografica de 3.5 mm x 100 mm estaba cubierta con una capa
de silica gel de«0.25 mm. Se empleé una mezcla de solventes, constituido de
cloroformo/acetona/métanel/acido acético/agua destilada en una proporcion de 6:8:2:2:1 v/v
se emplearon tres soluciones reveladoras.

Para glucolipidos se disolvieren 2 g de difenilamina en 20 mL de etanol y se agregaron 100
mL de &cido clorhidrico al 38%.de pureza y 80 mL de &cido acético a la solucidn; la placa se
rocio con difenilamina y después se calent6 a 105°C en una estufa marca MEMMERT
(Hamilton & Hamilton. 1992).

La solucion reveladora de lipopéptidos se prepard ninhidrina al 2 % en etanol. La placa se
rocio con esta solucion y después se calentd a 100 °C por espacios de 5 a 10 min.

Solucion reveladora de fosfolipidos 0.1g«de'azul de bromotinol se disolvié en 100 mL de una
soluciéon de NaOH 0.01M. La placa se rocié.con esta solucién y después se calenté la placa
a 100°C.

Para la identificacion de grupos funcionales_se.empleé un Espectrofotometro marca
Shimadzu, modelo IRAffinity-1 con un.accesorio de reflexién total atenuada (ATR). El rango
del andlisis fue de 400 1/cm con una resolucion dé 2.0 1/cm. Espectroscopia del infrarrojo
cercano con transformadas de Fourier (FT=IR): ElI FT#IR permite identificar la composicion
molecular del biosurfactante parcialmente purifieado usando esferas de KBr grado espectral
aplicando una fuerza de compresion de 5-6 tonfem2,por 10" minutos con ayuda de una prensa
hidraulica.

2.2.8 TENSION SUPERFICIAL (TS) Y CONCENTRACION MHCELAR CRITICA
(CMC)

En un tensiometro digital Kris modelo K 10 ST se llevaron a cabo las mediciones de la TS
y la CMC del biosurfactante puro producido por la cepa Acinetobacter baumannii(CC1). El
equipo permite la medicién de la TS e interfacial entre dos liquidos inmiscibles. EI método
empleado fue el del plato de Wilhelmy a una temperatura de 30 °C. En este método’se-mide
la fuerza hacia abajo que sobre una placa lisa ejerce la superficie o interface a la cualise.desea
determinar la tension cuando esta placa toca exactamente esa superficie o interface.

2.3 RESULTADOS

3.2.1 Seleccion de cepas productoras de biosurfactantes
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Se utili@@m cepas bacterianas que pertenecen al cepario del Laboratorio de Biotecnologia
de la Divisién Académica de Ingenieria y Arquitectura de la Universidad Juarez Autdnoma
de Tabasc jeda-Morales et al., 2016), las cuales fueron reactivadas, y purificadas por el
método de smﬁ@ por estrias propuesto por Madigan et al., (2017) tal como se muestra en
la figura 1.

Las cepas purificddas y reactivadas cumplieron con la caracteristica de ser
hidrocarbonocléstas,&@n Jase a la informacion proporcionada por el laboratorio de
biotecnologia de la Division Académica de Ingenieria y Arquitectura de la UJAT por lo que
fueron aptas para su uso posibles productoras de biosurfactantes, pero, como no todas
las cepas bacterianas que d n hidrocarburos producen sustancias tensioactivas (Datta et
al., 2018), se aplicd una pruel&ensayo hemolitico.

Un total de 14 cepas bacteriana%@on reactivadas, de las cuales el ensayo hemolitico
permitio seleccionar cuatro, las cual nominaron: C1, C2, C3y C4. La aparicion de un
halo blanco-amarillento o transparen%mélisis), y verde oscuro (a-hemdlisis) se tomd
como positivo (Fig. 14).

Figura 14. Cepa bacteriana C1 y C2 positiva con o hemolisis, Cepa &iana C3yC4
positiva con B hemolisis.
Figura 14. Bacterial strain C1 and C2 positive with o hemolysis, Bacterial straj& and C4

positive with B hemolysis.

3.2.2 CINETICA DE CRECIMIENTO Y CONDICIONES DE CULTIVO @

S

Los resultados de la cinética de crecimiento muestran el perfil del crecimiento de las cepQ
C1, C2, C3y C4 en medio con nitrofoska a una temperatura ambiental promedio de 28+1 °CO
y humedad ambiental del 51 % (fig. 15). Se observd un crecimiento acelerado durante las
primeras 12 h y a las 18 h se alcanzé la fase exponencial. La cepa C4 tuvo un periodo de

L
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adaptacion mas largo que las otras y su fase estacionaria llego hasta las 54 h. En la fig. 16 se

muestra el.erecimiento en medio mineral triple 17 para las cepas evaluadas.
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Figura 15. Crecimiento de las cepas bacterianas (C1 m, C2 ¢, C3 A, C4e) en medio con
nitrofoska. Las curvas se obtuvieron por turbidimetria.atuna OD600nm. Las barras de error
representan la desviacion estandar de tres mediciones.

Figura 15. Growth of the bacterial strains (C1'm, C2 #, €3 A, C4e) in medium with
nitrophoska. The curves were obtained by turbidimetry at OD600nm. The error bars represent
the standard deviation of three measurements.
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Figura 16. Crecimiento de las cepas bacterianas (Clm, C2 ¢, C3 A, C4 @) en medio con
triple 17. Las curvas se obtuvieron por turbidimetria a una OD600nm.

Figura 16. Growth of the bacterial Strains in medium with triple 17. Where: Clm, C2 ¢, C3
A, C4 o The curves were obtained by«#urbidimetgy at OD600nm.

Los organismos no estan aislados en el medio patural, sino gue son afectados en su desarrollo
y sobrevivencia por diferentes factores. La cepa C2 tuvo €l.eambio mas significativo al pasar
de nitrofoska (0.952) a triple 17 (1.275), mientras que C3 fue'el.segundo en cuanto al cambio
de intensidad cuando cambi6 de medio de cultivo,.de nitrofoska (0.952) a triple 17 (0.968),
como se muestra en la fig. 17. Esto puede explicarse a que el mediomineral triple 17 contiene
carbono, 7.90 % masa por cada 100 g, lo cual no acontece con el medio mineral nitrofoska.
Debido a esto el crecimiento es mayor por la disponibilidad de una fuente de carbono mayor
en triple 17. La Unica fuente de carbono en nitrofoska ha sido la sacarosa (2:366 g por cada
100 g), mientras que en triple 17 el aporte es por la sacarosa y el propio fertilizante (2.761 g
por cada 100 g).
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Figura 17. Interaccion entre las cepas €1} C2, C3+y C4, y el medio mineral con base de
nitrogeno nitrofoska A y triple 17 m cada 6 horas, por96h. Se muestran los valores promedio
de absorbancia de cada cepa.

Figura 17. Interaction between strains C1, C2{C3and C4, and the Nitrofoska Nitrogen Base
A and Triple 17 m every 6 hours, for 96 h. The average absotbance values of each strain are
shown.

3.2.4 SELECCION Y ESTIMACION DE LA PRODUCCION DE
BIOSURFACTANTES

3.2.4.1 Prueba de ensayo hemolitico

Como método, el ensayo hemolitico permite correlacionar la actividad hemolitiegdy la TS.
De acuerdo a la estructura de la region hidrofébica de los biosurfactantes, éstos por.afinidad
se unen a la membrana plasmatica de las células sanguineas provocando la lisis“de+Jos
eritrocitos. Sin embargo, no es una prueba completamente determinante (Datta et al., 2018).
La tabla 2 muestra los resultados de hemdlisis en medio con nitrofoska. Las pruebas
permitieron hallar el mejor tiempo para la extraccion del biosurfactante a partir del caldo
libre de células. La hemdlisis en triple 17 dio negativo en la mayoria de los casos. Esto se
correlaciona con la fig. 4, donde se observa menor crecimiento bacteriano en ese medio.
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Claro que el crecimiento bacteriano no garantiza la produccion de biosurfactante, se

demuestra.con C2 y C4 en nitrofoska.

Tabla 2. Didmetro del halo en el ensayo hemolitico de las cepas C1, C2, C3 y C4 con caldo

libre de células de wnitrofoska (N) a diferentes tiempos de cultivo

Table 2. Halo diameter in the hemolytic assay of strains C1, C2, C3 and C4 with crude

nitrophoska broth (N).at different culture times

Tle(Ln)po Diametro (cm) del ensayo hemolitico

C1 C2 C3 C4
18 0 0 0.66 + 0.04 0
30 2.95 +.0:97 0 3.1+0.9 0
42 2.78 + 0°50 0 3.68 £0.75 0
54 3.2+0.7 0 38191 0
66 1.74 £ 0.26 0 2.54 £ 0.55 0
78 2.2+0.37 0 3211 0
90 4.32+045 0 5.45+0.20 0
96 3.18+0.49 0 4.11+0.8 0

Los resultados muestran que las cepas C2 y C4 noformaron/halo, lo cual sugiere que esas
cepas no son productoras de biosurfactantes. EstoS resultad@s fueron corroborados con las
pruebas de gota colapsada. Por este motivo estas cepas fueron“descartadas. Las siguientes
pruebas se continuaron s6lo con las cepas C1 y C3, tal como lo muestra la tabla 3.

Tabla 3. Resultados de las pruebas para estimar el tiempo de mayor_produccion de
biosurfactantes. C1y C3 son las cepas que mejores resultados mostraron en medio nitrofoska.
El medio con triple 17 no resulté propicio para producir biosurfactantes

Table 3. Results of the tests to estimate the time of greatest production of biosurfactants. C1
and C3 are the strains that showed the best results in nitrophoska medium. The medium with
triple 17 was not conducive to producing biosurfactants

Dispersidn de aceite

Ensayo hemolitico (cm) Gota colapsada (cm) IE 24 (%)

Tiempo (cm)
(cm)
C1 C3 C1 C3 C1 C3 C1l C3
18 0.66 + 0.05 0 0.42 +0.03 0.37 £ 0.04 0 0 0 0
30 3+0.15 3.1 +0.05 0.38 + 0.03 0.43+0.01 03%+0.01 0.78+0.02 0 0
42 2.78 +0.12 3.7+0.2 0.42 +0.04 0.43+0.01 0.3+0.02 0.5+0.13 0 0
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54 23+0.26 3.89+0.01 043+0.02 0.45+0.02 0 0.61+0.18 0 32+

0.57
66 17+0.18 254+0.04 043+0.04 051+004 05%+0.17 061+011 271 28=%1
78 3.21'+0.01 22+0.05 0.44+0.04 045004 04%009 06%0.12 25%1 iseg
90 4.32%0.03 55+0.25 0.46+0.03 052+0.11 0.7+0.01 0.81+0.03 §15§ 39+1

96 3.2+083 #4.11+0.05 044+005 048+0.04 041+003 06007 30+2 32+1.66

Estas mediciones debensser tomadas con cautela porque son mediciones que requieren
realizar pruebas mas espécificas que muestren resultados concluyentes

por lo que los resultados sonrparciales. EI cambio en los diferentes &ngulos indica la presencia
de sustancias tensioactivas que tienen un efecto directo sobre la tension interfacial, lo que
permite la mezcla de dos sustancCias inmiscibles (Hajibagheri et al., 2018).

3.2.4.2 Prueba de la gota colapsada

Los resultados de la gota colapsada muestran variaciones del &ngulo de contacto y cambio
de mojabilidad. Se observa que el biosurfactante crudo presenta un angulo de contacto
externo entre 138° y 146°, lo que indiCa una condicién de mojado al caldo. Se deduce que la
superficie hidrofobica presenta una afinidad hacia‘el fluido, por lo cual la gota de caldo libre
de células se esparce facilmente sobre la misma (Ding & Gao, 2021).

3.2.4.3 Dispersion de aceite

Por otro lado, se observé la dispersion de aceit€_fue positivapara la mayor parte de los
tiempos de las cepas C1 y C3 con caldo libre de células de nitrofoska. El tiempo 18 h indican
el inicio de la fase estacionaria, por lo que la ausencia de una zona dgaclaramiento esta dentro
de los parametros normales. A partir de las 30 h las zonas aclaradas_ erecen hasta las 90 h,
que es el tiempo donde todos coinciden en los valores mas altos.

3.2.4.4 Indice de emulsion (E24)

El biosurfactante producido por las cepas C1 y C3 en medio mineral de nitrofoska .comenzé
la emulsion a partir de las 54 h de cultivo usando n-hexadecano como fuente de carbono para
llevar a cabo la emulsion, incrementando hasta alcanzar un porcentaje de emulsion de 39 %
a las 90 h con la cepa C3. La emulsion de n-hexadecano fue estable durante las 24 h como'lo
indica la prueba

3.2.5 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS CEPAS AISLADAS
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De acuerdo.con la prueba de tincion de Gram, las cepas bacterianas identificadas como C1y
C3 fueroq@m negativas, con forma de bacilos y las micrografias electronicas corroboran
los resulta }?tamaﬁo promedio de las células individuales fue de 1.462 pum.

La fig. 18 muestrala micrografia electronica de las células colonias aisladas en medio soélido.
la morfologia mi iana de las cepas evaluadas se describe en la tabla 4, donde las

caracteristicas de coIQS\orma y borde varian

Figura 18. Micrografias electronicas de las cepas acteriana@ Cs3.
Figura 18. Electron micrographs of bacterial strains C1 and C3:

Tabla 4. Descripcion morfoldgica de las Unidades Formadoras de @mias
Table 4. Morphological description of the Colony Forming Units O

Cepa Forma Borde  Consistencia Ccﬁ‘o'ro)k
C1 Filamentosa  Aserrado Viscoso Amarill

C3 Circular Ondulado Viscoso Blanco Q

La cepa C1 mostrd un color amarillo intenso y bordes aserrados, con forma filam%
mientras que la C3 fue de color blanco y bordes ondulados. Si bien estas caracteristica p
bastan para su identificacion si son consistentes en todas las colonias, ya que finalmente s O

la representacion de sus fenotipos.
*
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Las pruebas empleadas para estimar el tiempo de mayor produccion de biosurfactantes
muestran gue, la cepa C1 dio negativo en los tiempos 18, 30, 42 y 54; lo mismo que en los
tiempos 18+« 54°de la dispersion de aceite. En los resultados de las pruebas la cepa C3 fue
superior casi ep'su totalidad. Ademas, el rendimiento fue tres veces mayor en C3 (un 68 %)
que en C1. Por le'tanto, debido a esto se llegd a la conclusion de sélo continuar con la cepa
C3, para lo cual se realizaron las pruebas correspondientes para su identificacion

ONPG ADH LDC _O_QQLC_J HS | URE oA D uulﬁuatu MAN INO SOR | RHA SAC MEL | AMY ARA 0X N, MOB| MC OF-0 OF-F

=2 ) @D
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Figura 19. Pruebas bioquimicas AP1 E20'para.la identificacion de la cepa bacteriana C3.
Los reactivos que dieron positivos fueron: galactopiranosida (+), L-lisina (+), L-omitina (+),
citrato trisédico (+), urea (+), piruvato sodico (#)D- glucosa (+), D- manitol (+), inositol
(+), D- sorbitol (+), L- ramnosa (+), D< sacarosa (+), D- melibiosa (+), amigdalina (+), L-
arabinosa (+).

Figura 19. API E20 biochemical tests for the identification of the C3 bacterial strain. The
reagents that were positive were: galactopyranoside (+), L=lysine (+), L-omitin (+), trisodium
citrate (+), urea (+), sodium pyruvate (+), D-glueose (+), D="mannitol (+), inositol (+), D-
sorbitol (+), L- rhamnose (+), D- sucrose (+), D- melibiose (+), amygdalin (+), L- arabinose

(+)

Los datos obtenidos por el set de pruebas bioquimicas fueron progeSados en el software
VCGD para identificacion del microorganismo (fig. 19), obteniendosConsun 92.8 % de
posibilidad de Raoultella planticola.

3.2.6 EXTRACCION Y PURIFICACION DEL BIOSURFACTANTE

Las diferentes pruebas en la estimacion de la méxima produccion de biosurfactantes
mostraron una tendencia hacia las 90 h de incubacién en ambas cepas, siendo los valoresimas

altos en este tiempo.
Por otro lado, luego de 96 h, al término de la curva de crecimiento, el pH del caldo crudo con

base en nitrofoska fue de 4.5 de la cepa C1, mientras que para la cepa Raoultella planticola
C3 fue de 4.9. El medio mineral con base en nitrégeno por si mismo y sin inocular tuvo un
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pH ligeramente acido de 6.5. El rendimiento de los biosurfactantes fue de 1.02 y 3.22 g L-1
para las cepas, C1 y R. planticola C3, respectivamente.

3.2.7 I’DENTIFICACION DE LiPIDQS POLARES Y GRUPOS FUNCIONALES
DE LIPIDOS-ASOCIADOS A ACCION SURFACTANTE
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Figura 20. a) Analisis por cromatografia en capa fina del biosurfactante dando positivo para
glucolipidos b) Imagen del espectro FT-IR de los grupos funcignales del biosurfactante
producido por la cepa Raultella planticola
Figura 20. a) Analysis by thin layer chromatography of the biosurfactant giving positive for
glycolipids b) Image of the FT-IR spectrum of the functional groups of\the biosurfactant
produced by the strain Raultella planticola

La espectroscopia FT-IR se utiliz6 para dilucidar los componentes mol€culares del
biosurfactante. En la fig. 20 se muestran los resultados del analisis que indico la presencia de
grupos funcionales glucosidicos, los cuales estan relacionados con los biosurfactantes
glucolipidos. Del mismo modo, el analisis cromatogréfico revelo la presencia de lipidos
polares, reforzando los resultados obtenidos por FT-IR.

3.2.8 TENSION SUPERFICIAL (TS) Y CONCENTRACION MICELAR CRITICA
(CMC)
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La medicién.de la TS es un parametro importante para evaluar la actividad del biosurfactante.
Para medirla-se usé el caldo crudo libre de células. A partir de una concentracion de 0.2 %
(p/p) el valer més bajo fue 40 mN/m después de 96 h de incubacion en medio mineral con
base de nitrégeno (nitrofoska azul), bajo condiciones aerobias, tal como se muestra en la fig.
21. Los mg agregados para alcanzar la CMC fueron 152.5 mg/L. La TS del biosurfactante
producido por la cepabacteriana Raoultella planticola fue de 40 mL/L.
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Figura 21. Medicion de la disminucion de la TS haciendo_uso de un biosurfactante
glucolipido de Raoultella planticola.

Figura 21. Measurement of the decrease in surface tension using a glycolipid biosurfactant
from Raoultella planticola.

2.4 DISCUSION
4.2.1 SELECCION DE CEPAS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTFTANTES

Para seleccionar las cepas productoras de biosurfactantes se llevo a cabo una“prueba de
ensayo hemolitico. Los resultados de esta prueba no son del todo concluyentes; porque
existen otras moléculas en el caldo libre de células que pueden provocar lisis#de los
eritrocitos, y también la tasa de difusion de algunos biosurfactantes puede ser muy bajapor
lo que su actividad hemolitica puede no ser evidente, sin embargo, el resultado de esta prueba
es un indicativo de la probable presencia de los biosurfactantes. Claramente, si no existe lisis
en las placas de agar sangre, la ausencia de sustancias tensioactivas es concluyente por si
misma (Marques et al., 2015; Joy et al., 2017; Datta et al., 2018). Sin embargo, este tipo de
ensayo puede excluir cepas microbianas que son buenas productoras de biosurfactantes, y
del mismo modo seleccionar cepas que dieron un resultado positivo a la actividad hemolitica
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que al final.no producen biosurfactantes, por lo que pruebas adicionales se hacen necesarias
para corroborar la presencia de sustancias tensioactivas (Ogunshe & Falode, 2021).

4.2.2CINETICADE CRECIMIENTO Y CONDICIONES DE CULTIVO

Las cepas bacterianas ‘fueron cultivadas inicialmente en caldo nutritivo con la finalidad de
potenciar su crecimiento_e.inocularlas en medio mineral nitrofoska a una densidad Optica
controlada. Esto explica ladmportancia de llegar a OD600 = 0.3 en el caldo nutritivo, ya que
esto permite que la fase lag-sea mas corta y se alcance la fase estacionaria en menor tiempo.
Una fase lag corta ahorra tiempo”y gasto de reactivos, debido a que la produccion de los
biosurfactantes se produce en la fase-estacionaria (Maier et al., 2009).

De acuerdo con lo observado en lasS Figuras 15 y 16, el fertilizante triple 17 tuvo mayores
valores de absorbancia, lo cual es consecuencia del comportamiento experimental en cada
medio. Esto concuerda con Hernandez etak, (2011) quienes emplearon ademas sales de urea
y sales puras. Sin embargo, el medio con triple 17 es deficiente en sales minerales y elementos
que son esenciales en el metabolismo micrebiano. Ademas de N, P y K, el medio con
nitrofoska contiene azufre (forma_parte de los aminoacidos), magnesio (cofactor en la
transferencia de grupos fosfato), hierro_(forma parte de los citocromos), boro (ayuda en el
desarrollo bacteriano) y zinc (estabiliza compuestos@€nzimaticos) (Black, 2008). La presencia
de microelementos presentes en el fertilizante-nitrofoskapuede darle una ventaja competitiva
que no tiene el triple 17.

Claramente el crecimiento se ve favorecido en“triple 17 (fig.17), pero la produccién de
biosurfactantes no depende tanto de la cantidad de biomasa sin0 del metabolismo de cada
cepa microbiana. No todos los microorganismos pueden producirlos y los sintetizan
dependiendo de las caracteristicas de la fuente de carbono y nitrégeno'de la que disponen. El
carbono en un yacimiento lo constituyen los hidrocarburos del petroleo,-y.como se trata de
una fuente que no esté disponible para los microorganismos, los biosurfactantes se liberan al
medio con la finalidad de hacerlos biodisponibles al cambiar la TS e interfacial entre el agua
0 laroca, y el petroleo (Sajna et al., 2015; Tatar., 2018; Barakat et al., 2017; Jahan et al.,
2020).

La fuente de carbono es de especial importancia en el crecimiento de las cepas migrobianas.
En medio mineral nitrofoska azul el contenido fue de 2.3 g/100 de sacarosa, lo cual.influye
directamente en la proporcion carbono: nitrégeno (C:N), que alcanzé un valor de 29/61,
mientras que el Triple 17 fue méas bajo: 21.07. Esta variacion en este parametro tiene.su
influencia en la eficiencia de la cepa que debe metabolizar petroleo. La C:N es de importancia
en la produccion de biosurfactantes, ya que estas moléculas tienen la capacidad de modificar
la mojabilidad de la roca. Heryani & Putra, (2017) mencionan a la sacarosa como un sustrato
optimo en la produccion de biosurfactantes, ya que permite disminuir los costos de
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produccidn.y ha sido ampliamente usada en distintas investigaciones (Al-Ajlani et al., 2007;
Liu et al.»2020). Mientras que la fuente de nitrbgeno més comunmente usada ha sido
NHsNO3z. Los.mejores resultados se han hallado con una C:N de 3-9, pero también se han
obtenido buenos resultados con C:N = 11 (Fonseca et al., 2007; Abasi et al., 2013 (Heryani
& Putra., 2017)./Sin embargo, Peekate & Abu, (2017) trabajaron con una C:N = 20, con
resultados optimos_.en-el rendimiento de biosurfactantes probaron tres proporciones C:N (20,
40y 60) para optimizar la produccion de biosurfactante a partir de Pseudomonas fluorescens,
y encontraron que la propercion C:N de 20 fue la que generd una mayor produccion, aunque
indican que las otras “proporciones también han funcionado en la produccion de
biosurfactantes. Si bien la C;N empleada con nitrofoska fue mayor al 6ptimo reportado en la
literatura, aun esté en el intervalo en el que se logra la produccion de biosurfactante. La
relacion de estos elementos por si misma no implica la produccion de biosurfactantes, pero
si es un factor que puede optimizar®Su produccion.

4.2.4 SELECCION Y ESTIMACION DELA PRODUCCION DE
BIOSURFACTANTES

Los ensayos de gota colapsada, dispersién'de aceite€ indice de emulsion son més especificos
en la determinacion de la presencia de biosurfactantes. Estos se basan en su capacidad de
reducir la TS, lo que es necesario en la formacion de emulsiones cinéticamente estables. Al
reemplazar las moléculas de agua o deaceite hay juna reduccién de las fuerzas
intermoleculares entre las moléculas solventes, ES decir, los surfactantes reducen la energia
libre superficial por unidad de &rea que se necesita para crear.una nueva superficie (Jahan et
al., 2020).

4.2.4.1 Ensayo hemolitico

Marques et al., (2015) reportaron un didmetro de halo de 74 mm. Los mejores, resultados con
la prueba de hemolisis se obtuvieron con las cepas C1 y C3 que generaron.un halo de 4.32
cmy 5.45 cm de diametro, respectivamente, después de 90 h de cultivo en nitrofeska.

Sin embargo, el ensayo hemolitico es un método que permite correlacionar la. actividad
hemolitica y la TS. Segun la estructura de la region hidrofobica de los biosurfactantes; éstos
por afinidad se unen a la membrana plasmatica de las células sanguineas provocande-la-lisis
de los eritrocitos. No obstante, no es una prueba concluyente (Datta et al., 2018).

4.2.4.2 Gota colapsada
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El didmetro.de la zona aclarada en la prueba de dispersion de aceite o de la gota colapsada
depende de“fa actividad del biosurfactante. Controlar la proporcion C: N hasta un nivel
Optimo de produccion puede acelerar la sintesis del biosurfactante y mejorar su actividad. La
técnica de la gota colapsada se basa en la tension interfacial entre la gota del sobrenadante y
la superficie hidrofdbica del parafilm. Es un método confiable que determina la capacidad
que tienen los biopreductos microbianos para alterar las propiedades de superficie. La gota
puede colapsar y perder'su forma, aumentando por lo tanto su diametro, o puede presentar
un achatamiento de suforma. En cualquiera de los dos casos dependera de la capacidad del
biosurfactante como agente .de superficie activo (Ray et al., 2021). De esta manera la
presencia de moléculas surfactantes en el caldo crudo libre de células ocacionando el
achatamiento de la gota en una superficie hidrofdbica tal como se observa en la tabla tal

El colapso de la gota sobre una superficie esta relacionado con el cambio de mojabilidad de
una superficie hidrofobica. La mojabilidad constituye la caracteristica de superficie mas
importante, y su modificacion tiene influencia en la separacion de las fases agua/aceite, lo
que impacta directamente en los procesos de recuperacion mejorada de petroleo (Ding &
Gao, 2021).

4.2.4.3 Dispersion de aceite

La zona de aclaramiento tuvo didmetros mayeres a 0.5°cm1, como lo describen Ray et al.,
(2021) y Montoya et al., (2021). La zona aclarada con mayer-diametro fue hacia los 96 h. El
tamafio de la zona de aclaramiento esta en funcion de la“actividad y concentracion del
biosurfactantes, asi como de la mezcla de hidrocarburos. En‘este.ensayo se usé un petréleo
pesado, 15.18° APl y una densidad de 0.9638 kg/ cm. Kaur et al., (2022) hallaron un didmetro
promedio de la zona de aclaramiento de 6.8« _cm en Klebsiella
pneumoniae ssp. ozaenae BK34, por encima de los 0.81 + 0.03 cm de'R. planticola C3 a las
90 h. Sin embargo, ellos emplearon aceite de oliva y no petréleo, lo cual puede explicar las
diferencias en actividad tensioactiva del biosurfactante. Esto concuerda“cenylos reportados
en la literatura (Barakat et al., 2017; Patowary et al., 2017; Varjani & Upasani., 2017; Astuti
et al., 2019; Sharma et al., 2020)

4.2.4.4 Indice de emulsificacion

Es sabido que los mejores emulsionantes son los biosurfactantes de alto peso molecular, entre
los que se encuentran los biosurfactantes poliméricos y los biosurfactantes particulados
(Mondal et al., 2017), ademas el indice de emulsion depende del tipo de aceite usado para el
analisis (Diez et al., 2022).
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El E24 puede ayudar a dirigir el uso que se puede dar a un biosurfactante especifico. La
presencia de“biosurfactantes en el caldo bacteriano libre de células permite la formacion de
microemulsiongs entre moléculas de agua y de aceite. Entre mas estable sea la emulsién, mas
eficiente es el biosurfactante durante la recuperacion del petréleo. La optimizacion de la
fuente de carbonosy. nitrégeno puede mejorar la produccién, asi como el nivel de
emulsificacion, sobre'todo cuando se busca aplicarlo en depdsitos de petroleo pesado
(Mondal et al., 2017y Kashif et al., 2022). Kaur et al., (2022) reporta un indice de
emulsificacion de 20%*.eon, Klebsiella pneumoniae ssp. Ozaenae BK34, quien produjo
glicolipopéptidos, mientras-gue_R. planticola C3 mostro hasta un 39 % de emulsificacion
luego de 90 h de incubacion, lo cual destaca su actividad emulsificante.

4.2.5 CARACTERIZACION MORFQLOGICA DE LAS CEPAS AISLADAS

En general las cepas del género Raoultella~planticola producen lipopéptidos y glucolidos
(Aydin & Icgen, 2020; Su et al., 2022) pero la\generacion de productos metabdlicos de los
microorganismos depende de los nutrientes de los que dispone, en especifico de la proporcion
(C:N) asi como de los factores fisicas-y=quimicos/presentes. Esto permite clasificarlos, a
menudo segun la especie que los sintetizan.“Por ejemplo, se ha reportado que glucolipidos
como los ramnolipidos y soforolipidos son sintetizadeS apartir de Pseudomonas aeruginosa,
Candida lipolitica, Turolopsis bombicola, entre otros; Jos\lipopéptidos como la surfactina,
iturina y polymixina, es comdn que sean sintetizadas por_Bacillus subtilis, B. pumilus o B.
polymixa. Ambas clases de biosurfactantes son{considerados.de bajo peso molecular. En
tanto que los de alto peso molecular, o biosurfactantes polimérices, como el emulsan o alasan
son producidos por otras cepas como Acinetobacter calcoaceticus. No obstante, los
microorganismos suelen producir mas de un tipo de biosurfactante.€n el mismo medio, sobre
todo si las condiciones ambientales y de nutrientes, asi como de la composicion mineraldgica
del yacimiento, cambian en el tiempo (Peng et al., 2018).

De acuerdo a los resultados obtenidos a través de la caracterizacion biogquimica por galerias
API E20, la especie fue identificada como Raoultella planticola, la cual hasido teconocida
como una cepa bacteriana Gram-negativa, y que en general puede hallarse.en el medio
ambiente de forma libre. EI genero Raoultella es un grupo de bacterias que secclasificaba
anteriormente como Klebsiella. En 1986 las especies K. planticola y K. trevisapi fueron
clasificadas en una sola especie: K. planticola debido a la homologia de su-écido
desoxirribonucleico, ADN-ADN. En 2001 el género Klebsiella se vio sujeta a’,una
reclasificacion a Raoultella, basados en el analisis del 16S rARN y en la secuenciacion del
gen rpoB, lo que dio como resultado el surgimiento de la especie Raoultella planticola
(Castillo-Macias et al., 2018).
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4.2.6 EXTRACCION Y PURIFICACION DEL BIOSURFACTANTE

El rendimiento-en.g/L ha sido reportado ampliamente en la literatura, pero las cantidades
dependen del tipe ‘de, microorganismo, metabolismo, condiciones de cultivo y método de
purificacion. Al respecto, Ibrahim, (2018) reportd 4.1y 4.9 g/L luego de 90 h de cultivo en
una cepa marina de Ochrebactrum anthropi; Das & Kumar, (2019) obtuvieron un rendimiento
de 0.9 g/L de una cepa deé Bacillus safensis, en tanto que Durva et al., (2020) obtuvieron 4.6
g/L en una cepa de Bacillus cereus. La biomasa de la cepa también es importante en el
rendimiento de la produccién debiosurfactante. La proporcion C:N més adecuada para cada
tipo de microorganismo también es fundamental para potenciar la produccion y el
rendimiento.

El rendimiento obtenido en esta investigacion tuvo un costo de 52.00 USD para el total de
gramos de biosurfactante producido porilas cepas C1 (1.02 g/L) y C3 (3.22 g/L). A escala
laboratorio, el reactivo con mayor costo‘es la.sacarosa grado ACS (33 USD) por cada 500 g,
y aunque ésta sélo se usa en una proporcion-de Q.5 g/L, la extension de su vida util compensa
el precio a escala laboratorio, sin_embargo, su uso a nivel industrial no es viable
econdmicamente. Por este motivo es impartante-el uso de fuentes de carbono de bajo costo
que puedan suplir a los reactivos de laboratorio. Das.& Kumar, (2019) mencionan el uso del
bagazo, y del mismo modo Yafiez & Wong, (2013) hicieron una amplia revision de los
materiales agroindustriales de desecho que puedentser-reutilizados en México para la
produccion de biosurfactantes. Aunque los costos de produceion hayan sido objeto de debate
para su aplicacion industrial, particularmente €n)jla industria del petréleo, por su bajo
rendimiento y altos costos de produccion, la realidad indica'que gracias al uso de sustratos
mas baratos y a la adopcion de diversas estrategias de intenSificacién de procesos, esas
especulaciones para su uso a nivel industrial en la recuperacién mejorada de petréleo en pozo
maduros o cerrados han quedado eliminadas (Dhanarajan et al., 2017):

La purificacion del biosurfactante es un paso necesario para su caracterizacion, pero su uso
a nivel industrial no es viable en tal estado de pureza, por los costosede purificacion
involucrados, siendo ésta su principal desventaja, por tanto, el uso del calde libre de células
reduce los costos de produccion, lo cual esta en funcion de la materia prima empleada y la
capacidad de la cepa microbiana como productora de biosurfactantes. Muy a pesar de las
ventajas que tienen en comparacion a los surfactantes sintéticos siguen siendo-poco
competitivos en costos de produccion (Soares Da Silva et al., 2017). Safdel et al.;(2017)
mencionan que durante la fase de crecimiento microbiano se producen sustancias acidas en
el caldo crudo, como el &cido propionico y acido butirico, aunque no siempre se producen
acidos en el caldo crudo, ya que eso depende de la composicion del medio y del
microorganismo (Hernandez et al., 2019)
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4.2.7 IDENTIFICACION DE LIPIDOS POLARES Y GRUPOS FUNCIONALES

En el espectro.€n modo transmitancia se observa una banda ancha de absorcion alrededor de
3420 cm-1 que_corresponde a la vibracion de estiramiento del grupo hidroxilo (O-H) en la
estructura quimica_del biosurfactante (Pornsunthorntawee et al., 2008; Joy et al., 2017;
Ashitha, Radhakrishinan & Jyothis, 2020). Las bandas de absorcion alrededor de 2961 y 2930
1/ecm corresponden “a las vibraciones de estiramiento de —CH2- y CH3- (Ashitha.,
Radhakrishnan & Jyothiss"2020; Pornsunthorntawee et al., 2008). La presencia de la banda
mas importante a 1729 cm-1-corresponde al estiramiento C=0 en grupos éster de lipidos y
acidos grasos (Mani et al.,"2016; Singh & Tiwary, 2016; Ashitha et al., 2020). La banda
observada a 1645 1/cm mostré.da presencia de grupo carbonilo C = C (Shalini et al., 2017,
Mani et al., 2016; Bharali et al., 2021; Arutchelvi & Doble., 2010). La banda en 1057 1/cm
(enlace glucosidico C-O-C) y las ©bservadas alrededor de 600 1/cm se asociaron con las
vibraciones de estiramiento del enlace glucosidico que confirman la naturaleza glicolipida
del biosurfactante (Ashitha et al., 2020;7Arutchelvi & Doble, 2010; Singh & Tiwary, 2016;
Shalini et al., 2017). Las bandas caracteristicas observadas en 3420, 1729, 1645y 1057 1/cm
confirmaron la presencia de un biosurfactante-tipo glicolipido segun los informes anteriores
(Bharali, 2011).

Raoultella planticola es una bacteria_gue tiene el potencial de llevar a cabo procesos de
biorremediacion. También se ha identificado coma_preductora de biosurfactantes (Toribio-
Jiménez et al., 2018), y en otras investigaciones comogaroductora de ramnolipidos (Aydin &
Icgen, 2020). En cuanto a los resultados de la‘Cromatografia en capa fina, el Rf tuvo un valor
de 0.77. Esto queda corroborado con los resultados.de Aydin & Icgen, (2020) cuyo valor de
Rf fue similar a este estudio, en un intervalo de0.66 a 0/78) lo cual corresponde a un
biosurfactante ramnolipido.

4.2.8 TENSION SUPERFICIAL (TS) Y CONCENTRACION MICELAR CRITICA
(CMC)

Jahan et al. (2020) evidenciaron que cuando los biosurfactantes son producidos en,un medio
acuoso, la TS disminuye conforme aumenta la concentracion del biosurfactante hasta que
alcanza una CMC. En esta investigacion, la TS alcanzé 40 mN/m, lo cual es\bajo,ssi se
compara con otras cepas como Streptomyces sp DPUA1559, que ha podido disminuirda TS
del agua HPLC a 27.1 mN/m (Santos et al., 2017), o Bacillus sp., que la ha disminuid@ hasta
27 mN/m (Heriany & Putra, 2017) o incluso Bacillus amyloliquefaciens SAS-1, que puede
reducirla hasta 22.9 mN/m (Al-Wahaibi et al., 2014). Sin embargo, el valor de 40 mN/m se
encuentra dentro de un rango que ha sido reportado como eficiente (Diez et al., 2022).

La funcionalidad de un biosurfactante depende de su estructura molecular y composicion. Es
por eso que, las condiciones del cultivo tienen una influencia determinante en la calidad y
eficiencia del biosurfactante. Por otra parte, Jahan et al., (2020) y Jain et al., (2013a) probaron
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la influencia de diferentes fuentes de carbono como glucosa, sacarosa, fructosa, galactosa,
almidon y.xilosa, lo cual promovid la produccion de biosurfactantes, mientras que, cuando
se utilizo la“celulosa y glicerol, la produccion de estas moléculas anfifilicas fue nula en
bacterias del genero Klebsiella sp. Cabe mencionar que, utilizando sacarosa como fuente de
carbono, el rendimiento en la produccion de biosurfactante por Klebsiella sp fue de 5.10 g/L,
mientras que la reduceion de TS fue hasta 44.06 mN/m, en comparacion con R. planticola,
quien tuvo un rendimiento de 3.22 g/L y reduccion de la TS de hasta 40 mN/m. Sin embargo,
Jain et al. (2013b) llevaron, a cabo otra investigacion donde esta vez emplearon fuentes de
carbono no convencionales’en Klebsiella sp RJ-03; el mejor resultado fue con harina de maiz
(rendimiento de 15.40 g/L y.reduccion de TS hasta 44.03 mN/m), lo cual corrobora el rango
de reduccion de la TS en esta.nvestigacion con R. planticola. Incluso el biosurfactante
sintetizado por R. planticola redujo la TS un 9.09 % mas que el surfactante proveniente de la
Klebsiella sp RJ-03. La diferencia en el rendimiento y reduccién de la TS puede deberse a lo
investigado por Jain et al. (2013a) quienes emplearon extracto de levadura, y de acuerdo con
Montoya et al. (2021), el extracto de levadura contiene una gran variedad de aminoacidos
libres y vitaminas, lo que influye de manera notable en la estructura y funciéon del
biosurfactante sintetizado. Ademas, Martinez-Txujillo et al. (2015) reportaron al extracto de
levadura como un sustrato que mejora’la produccion de biosurfactantes.

Por otro lado, la CMC alcanzada por el'biosurfactante proveniente de R. planticola es similar
a lo reportado por otras cepas. Investigadores como Ahmad et al. (2021); registraron un
glucolipido proveniente de Pseudomonas sp;-que obtuye una CMC de 200 mg/L y una TS en
un rango de 36.3 a 29.0 mN/m. Mientras tanto, en el Caso de la Klebsiella sp KOD36, el
surfactante (glucolipido) evidencio una CMC de 124 mg/ls’y una TS de 38 mN/m. Y aunque
la Pseudomonas sp es una cepa distinta a Raoultella sp y Klebsiella sp, las tres especies
mencionadas produjeron biosurfactantes glucolipidos, los ctuales son las moléculas que
Ilevan a cabo el proceso de disminucion de la TS.

2.5 CONCLUSION

La seleccion y purificacién de cepas productoras de biosurfactantes es importante para su
aplicacion a nivel industrial. El uso del caldo libre de células, asi como de fuentes®de carbono
y nitrégeno de bajo costo hacen que los biosurfactantes sean econémicamente competitivos
con los surfactantes sintéticos. La cepa C3 fue identificada como Raoultella planticola y se
comprobo su capacidad de sintetizar biosurfactantes glucolipidos, aunque también*ha sido
reportada como productora de lipopéptidos y glucolipopéptidos. Despueés de 90 h de cultivo
con nitrofoska, se obtuvo un resultado positivo en el ensayo hemolitico, dispersion de aceite
e indice de emulsificacion. El rendimiento fue de R. planticola C3 fue de 3.22 g/L, lo cual es
influenciado por la fuente de carbono y nitrégeno y de las condiciones de cultivo.
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CAPITULO 3



EVALUATION OF OIL RECOVERY IN A SAND-PACKED COLUMN USING A
BIOSUREACTANT PRODUCED BY THE BACTERIAL STRAIN Raoultella
planticola

EVALUACION/DE LA RECUPERACION DE PETROLEO EN COLUMNA
EMPACADA CON;ARENA EMPLEANDO UN BIOSURFACTANTE PRODUCIDO
POR LA CEPA BACTERIANA Raoultella planticola

RESUMEN

La cepa bacteriana previamente/identificada como Raoultella planticola fue cultivada en
medio mineral con base de nitrogeno»(nitrofoska) para la obtencion del caldo crudo libre de
células. Se determind el efecto de ta-€mulsion (caldo bacteriano/petroleo crudo pesado) en la
viscosidad y densidad del petréleo, para lo cual se empled un viscosimetro Saybolt Furol y
un picnémetro. Previo a esto, el petroleo crudo que se utilizé fue sometido a pruebas fisico
quimicas para conocer la densidad APIlycuyo valor fue de 15.18 y una densidad de 0.9638
g/mL. Por otro lado, para evaluar la eficiencia'de recuperacion de petréleo a nivel laboratorio
se utilizé una columna empacada con arena con-un volumen de 250 mL. Raoultella planticola
tuvo una eficiencia de recuperacion de29.2 mL

PALABRAS CLAVE: Recuperacion,’celumna empacada

3.1 INTRODUCCION

El mejoramiento en la eficiencia de los métodos de extracClon, de petroleo constituye una
alternativa viable con importantes efectos econdmicos y enel_ambiente (Saravanan et al.,
2020). Durante la primera etapa de recuperacion se hace uso.deyla presion natural del
reservorio que impulsa el petréleo hacia la superficie, ademas el_gas contenido en él se
expande, permitiendo la migracion del agua presurizada y mejorando el drenaje de la roca.
En esta etapa se puede recuperar del 10 al 50 % dependiendo de la densidad*API del aceite,
pero puede ser tan bajo como un 15 % si el aceite es muy denso (Satter e lgbal, 2016). En la
recuperacion secundaria se somete el pozo a un proceso de estimulacion mediante la
inyeccion de un fluido a presion con el fin de reponer la energia inicial proporeionada por la
presion natural, y asi aumentar el desplazamiento del petréleo y la eficienciade. barrido.
Mientras tanto, la recuperacion terciaria es la ultima etapa donde se recupera el hidrocarburo
que no pudo obtenerse en las fases previas, y muestra la relativa ineficiencia de los métodos
primarios y secundarios. Para este fin se hace uso de productos quimicos como polimerps y
surfactantes, gases como COa, nitrégeno o vapor (Saravanan et al., 2020).

La profundidad de los pozos es un factor importante en el uso de los procesos de MEOR,
porque la temperatura aumenta 2-3 °C por cada 100 m de profundidad. Por ejemplo, en el
activo Samaria-Luna, Tabasco, México, la profundidad promedio va de 5,000 a 6,000 m, por
lo que las condiciones micro ambientales son adversas para los microorganismos autoctonos.
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Mientras que en otro pozo del activo Samaria-Luna (KM-KI), a 2,750 m de profundidad la
temperatura'tlega a 126 °C, lo que es un factor limitante porque se ha reportado que las cepas
microbianas’empleadas en MEOR funcionan mejor con temperaturas menores a los 80 °C
(Birkle. 2002; Rangel, 2012; Varjani & Gnansounou, 2017). Debido a esto es recomendable
hacer uso del bigsurfactante sin purificar, también Ilamado caldo crudo libre de células, en
los procesos de recuperacion mejorada de petroleo, en lugar de su presentacion en estado
puro, debido a que en la actualidad la produccién de biosurfactantes es econdmicamente
elevada (Varjani & Gnansounou, 2017). Por ejemplo, 100 g de ramnolipidos al 90 %
(Pseudomonas aeruginosayP.. cepacia, Lysinibacillus sphaericus, Serratia rubidaea) tienen
un precio de 233 USD, o0 2,330 USD por cada kg; no obstante, otros biosurfactantes son mas
caros, como en el caso de la surfactina >98 % (HPLC) (Bacilus subtilis, B. nealsoni), la cual
tiene un precio de 223 USD por 10.g, 0 22.3x10° USD por cada kg. Y si estos precios se
comparan con un surfactante sintetico,.tal como un reactivo ACS dodecilsulfato de sodio, >
99 % cuyo precio es de 146 USD por100'g, o 1,460 USD por cada kg, la diferencia es notable
(Sarubbo et al., 2022). Sin embargo, antes-de su aplicacion en campo, es necesario que los
ensayos de MEOR se lleven a cabo primero a escala laboratorio. Por estos motivos, esta
investigacion tuvo como objetivo evaluar laecuperacion mejorada de petréleo haciendo uso
de un biosurfactante crudo, libre de.células, sintetizado por Klebsiella planticola en una la
columna empacada con arena a escalafaboratorio.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 CEPA BACTERIANA PRODUCTORAIDE BIOSURFACTANTE

La cepa bacteriana empleada en esta investigacion fue Raoultella planticola cuyo
biosurfactante mostro en un valor de Tension Superficial de 40 mN/rarmientras que la CMC
se alcanzo a 152.5 mg/L, también mostro actividad superficial de acterdo a los ensayos de
gota colapsada (Joy et al., 2017), dispersion de aceite (Marques et al., 2015) e indice de
emulsificacion (Cooper & Goldenberg, 1987; Datta et al., 2018).

3.2.2 OBTENCION DEL CALDO CRUDO LIBRE DE CELULAS

En condiciones axénicas la cepa Raoultella planticola fue inoculada en medio mineral con
base de nitrogeno, como fue descrito en el capitulo 1. Se estableci6é un biorreactor de 1,000
mL durante 96 h, lo cual corresponde al tiempo de produccion maés alta de biosurfactante
para esta cepa. Sin embargo, durante la fase de crecimiento se producen otras moléculas que
forman el caldo crudo, y que ademas tienen un efecto sinérgico en la recuperacion mejorada
de petroleo (Tadros, 2018).
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Después de.96 h el caldo se centrifugd a 6,000 rpm por 30 minutos para remover la biomasa
celular y dejar libres a los metabolitos secundarios, haciendo uso de una centrifuga marca
HERMLE Z 230 A. El sobrenadante obtenido se separ6 en un matraz de 1,000 mL y se
almacen¢ a 4 °C por 24 h.

3.2.3 DETERMINAGION DE LA DENSIDAD APl DEL PETROLEO

Para determinar la gravedad API del petréleo empleado en este ensayo se uso el método del
picnometro o “botella de grayedad especifica”. El picnémetro es un matraz con un tapon de
vidrio esmerilado de cierre hermético con un orificio fino que lo atraviesa y que le permite
realizar mediciones precisas del volumen del liquido que se quiere medir. Esto permite
determinar con precision la densidad del fluido de interés por referencia con la densidad
conocida de un fluido como el agua.o-€l mercurio, utilizando para ello una balanza analitica
(Nadkarni, 2007).

En el presente estudio, el peso del picnémetro vacio fue de 17.7 g, el picnémetro con agua
pesd 27.6 g y con petroleo 26.7 g. Haciendo'uso de la formula:

mp
dg= — =% dj
ma

Donde: dg = Densidad de la solucion problema, mg ="masa del picnometro con solucion
problema, ma = masa del picndmetro con salucion conoeida, da = densidad de solucion
conocida.

De acuerdo con (Castro et al 2019) se determiné la Gravedad-Especifica del petroleo a las
mismas condiciones de su densidad aplicando la siguiente formula:

p petrodleo crudo
p agua
Una vez determinada la GE se procedi6 a calcular los grados API del petr6leo aplicando la
formula siguiente:

GE petroleo crudo =

Grados API = 1415 131.5
rados "~ GE petroéleo crudo '

3.2.4 ANALISIS DE LA COMPOSICION DEL PETROLEO

Para determinar la composicion de petroleo usado en los ensayos de recuperacion se empled
un cromatografo de gases con detector de ionizacion de flama. El equipo es de la marca
Shimadzu Modelo GC-2010 plus, con columna capilar (5 % fenil-95 % dimetilpolisiloxano)
de 30 m x 0.25 mm de didmetro interno y 0.25 um de espesor de pelicula. El detector de
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ionizacion de flama opera con una mezcla de hidrogeno-aire y puede alcanzar temperaturas
hasta de 450~C. El gas acarreador fue nitrdgeno, a una velocidad de flujo de 1.5 mL/min. El
horno se mantuvo a 80 °C por 3 min, seguido por un incremento a razén de 12 °C/min hasta
alcanzar 275 °C (esta temperatura se mantuvo por 12 min). La temperatura del inyector fue
de 280 °C y la temperatura del detector fue 300 °C.

3.2.5 EFECTO DEL“BIOSURFACTANTE EN LA VISCOSIDAD Y DENSIDAD DE
LAS EMULSIONES PETROLEO-CALDOCRUDO

Las mediciones de viscosidad ‘de la mezcla petréleo-caldo crudo (libre de células) se
realizaron en un viscosimetro ‘marca, Saybolt. Se utilizaron diferentes relaciones v/v de la
mezcla petréleo/caldo crudo (60/40,,60/20, 60/30, 60/40, 60/50, 60/60). Para llevar a cabo
este procedimiento, es necesario megdir la.velocidad del desplazamiento de la muestra (1 s =
1 s saybolt). El equipo cuenta con un.sistema de calentamiento con el que se modifica la
temperatura del aceite. Una vez obtenida la-temperatura de analisis en el bafio de aceite, se
depositd la muestra de emulsion de petrdlee ¥ caldo crudo libre de células en un receptor del
viscosimetro Saybolt. Se dejé reposar_por 30\minutos para lograr el equilibrio térmico entre
el aceite de calentamiento y la muestra.,

Una vez transcurrido el tiempo de repese;-la muestra se hizo fluir por el conducto del
viscosimetro que contenia la mezcla. A-partir de ‘entonces se midi6 el tiempo hasta que
alcanzd el aforo del matraz Saybolt de 60 mL usado come-recolector. El tiempo transcurrido
en el flujo de la mezcla tiene el objetivo de determinar cémae.el caldo crudo libre de células
afecta la viscosidad de una mezcla de hidrocarburos determinada. Los resultados obtenidos
son especificos para el aceite y el tipo de biosurfactante empleado para las emulsiones
petroleo-caldo crudo.

El método Saybolt cubre los requerimientos empiricos para detefminar las viscosidades
Saybolt universal o Saybolt Furol de los productos de petrdleo entre:21 y 99 °C. Como se
requieren muestras pequefias y menores tiempos, las mediciones propercionan una mayor
precision. La viscosidad Saybolt Furol es el tiempo de salida corregido®€nssegundos de 60
mL de muestra que fluye a través de un orificio Furol calibrado en condiciones gspecificas
(Nadkarni, 2007).

Para la medicion de la densidad de la mezcla petroleo/caldo, se utilizd el método del
picndmetro anteriormente descrito. La relacion v/v de la mezcla fue la misma que seutilizé
para determinar la viscosidad.

3.2.6 ENSAYO DE RECUPERACION EN COLUMNAS EMPACADAS CON
ARENA

Para llevar a cabo los ensayos de recuperacion se disefié una columna de vidrio con un
volumen de 250 mL. La longitud total de la columna fue de 20 cm, con un diametro interno
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de 4 cm. Cuenta ademas con una tapa inferior y superior provistas de un orificio de insercion
de 1.2 cm_de-didmetro, a través del cual se insertd una manguera de alimentacién por donde
se introdujo’el.ealdo libre de células, la salmuera y el petrdleo. La columna se disefié con el
fin de simular Jas_condiciones de un pozo petrolero, y también para evaluar la recuperacion
de petroleo. Una’€olumna empacada con arena se considera una técnica estandar a escala
laboratorio, simulando las operaciones de extraccion a partir de la etapa de recuperacion
secundaria ya que unavez,que la columna es saturada de petroleo se somete a una serie de
lavados y barridos conagua y salmuera, tal como ocurre en los ensayos de campo (Kanna et
al., 2017). En las partes supetior e inferior de la columna se colocaron mallas con un tamario
de poro de 1 mm y 100 pma;_respectivamente; un anillo de caucho (‘O’ ring) se coloco
alrededor las tapas con el fin de.gue sellaran herméticamente durante el experimento.

La arena empleada se obtuvo a partir de un banco de arena del rio Samaria ubicado a los
18°0026.0" LN y los 93°16'05.5" I£O. Se tamizd con una malla para suelos #40 para obtener
granos con un tamafio de particula @e 400 um en promedio, y asi asegurar la correcta
distribucion del petréleo en la columna:“El experimento se llevd a cabo a temperatura
ambiente, 29.9 °C. Aunque la temperaturadeptro de un pozo es variable de acuerdo a factores
como la profundidad y la composicion geolégica, los biosurfactantes han demostrado ser
estables en condiciones extremas de<pozo (Joy et al., 2017; Mondal et al., 2017; Soares Da
Silva et al., 2017; Varjani & Upasaniy2017). La arena se lavd con detergente y acido
comercial con el fin de remover materia\organica y_etras impurezas y posteriormente se
esterilizo en autoclave a 121 °C y 15 lb/in®ge-presionspor 15 min.

La arena se coloco dentro de la columna conflentitud para‘que el llenado fuera compacto y
homogéneo. Por el extremo inferior se hizo vacio.eon unabomba de vacio por espacio de 2-
3 min para evacuar los gases adsorbidos en-10s poros/de las particulas de arena.
Posteriormente se inundd la columna con salmuera al 5 %, preparada con 5 g /100 mL de
NaCl grado ACS en agua destilada.

Con una bomba peristéltica RD100-01 de ECOSHEL, modelo YZ2515, con velocidad de
flujo de 3 mL/min se inund6 la columna con la salmuera, hasta inmediatamente antes de
observar flujo de liquido en la seccion inferior de la columna. Este velumen de salmuera
empleado es el volumen de saturacion de la columna y es también el volumeh de poros del
empaque (Vp). Una vez medido el volumen de poros, se aliment6é un volumen de,salmuera
equivalente a tres Vp, para garantizar la saturacion completa de la columna con'salmuera. Se
debe recalcular el V, con la cantidad de salmuera alimentada y recolectada por elextremo
inferior. Con el volumen poro, Vp, en mL y el volumen de la columna (V¢) en mL, se calculd
el porcentaje de porosidad del empaque.

% de porosidad = — * 100

NSIESS
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Una vez saturada la columna, se introdujo el petréleo a 3 mL/min para desplazar a la
salmuera,_hasta que no se observo salida de agua por el extremo inferior. EI volumen de
petroleo retenido en la columna es el petrdleo original en el sitio (OOIP, por sus siglas en
inglés), y es igual a la cantidad en mL de salmuera desplazada. Con esto se calculo la
saturacion inicial'de petroleo (Soi, por sus siglas en inglés) y la saturacion de agua (Swi por
sus siglas en inglés):

Sy; = (0—35) 100 Sui = (V”‘Vﬂ) 100

p p

Hecho esto, la columna se dejo reposar por 24 h hasta que nuevamente se volvio a hacer fluir
la salmuera por la columna, simulando los procesos de water flooding hasta que no se observo
mas petroleo por la parte inferior de & celumna. Este proceso desplazo el exceso de petroleo,
dejando sélo el petroleo adsorbido engossporos de las particulas de arena. EI volumen de
salmuera ocupado en esta etapa podria ser~de 6-9 veces el volumen de poro. La mezcla
petroleo-agua se colecto, se separd por centrifugacion y se cuantifico, para obtener el petréleo
recuperado después de la inundacion can agua (Sorwt, POr sus siglas en inglés).

La diferencia entre el OOIP y el petréleo recuperado en el paso anterior, constituyo el
petroleo residual (Sor) y se calculo volumétricamentesTambién se expreso como la saturacion
residual de petréleo:

00IP - Sorwf
or — (

001P ) *100

De acuerdo con la metodologia propuesta, para desplazar el petrolearresidual, se inyecto el
biosurfactante, que en este caso lo constituyo el caldo libre de células, @ una velocidad méas
baja que los fluidos anteriores (1 mL/min). ElI volumen alimentado fue/€quivalente a un
volumen de poro. Con el caldo inoculado en la columna se dejé en reposo por 24 h. Después
de ese lapso se volvié a alimentar con salmuera con el fin de barrer el biosurfactante y el
petréleo residual, hasta que ya no se observo petroleo en el efluente de la columna., Esta
cantidad de petroleo recuperado del petrleo residual constituyé la recuperacion por
inyeccion del biosurfactante (Sorbf, por sus siglas en inglés). De este modo, se pudo calcular
la eficiencia de recuperacidn con biosurfactante, o recuperacién adicional de petroleo (AOR;
por sus siglas en inglés).

Sorbf

AOR = * 100

or
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La recuperaeion mejorada de petréleo se llevo a cabo con el caldo crudo de la cepa Raoultella

planticolat

3.3 RESULTADOS

3.3.1 CEPAS PRODUCITORAS DE BIOSURFACTANTES

La cepa Raoultella plantieola.fue cultivada en medio mineral con base de nitrogeno, con el
fertilizante comercial nitrofeska. Durante el crecimiento en el medio mineral, el pH del caldo
de cultivo fue de 4.9. EI mismosmedio con nitrofoska sin inocular tuvo un pH ligeramente
acido de 6.5.

La caracteristica acida del medi@ puede deberse al hecho de que durante la fase de
crecimiento microbiano se producen sustancias acidas como el acido propidnico y el acido
butirico, aunque esto no siempre es asisporque la produccién de acidos en el caldo crudo
dependerd mucho de la composicion del medio (Safdel et al., 2017; Hernandez et al., 2019).

3.3.3 DETERMINACION DELA DENSIDAD API DEL PETROLEO

De acuerdo con las mediciones obtenidas-par.el métodedel picndmetro, el resultado indic
que la mezcla de hidrocarburos derivados delspetroleo gsada en este ensayo correspondio a
un petroleo pesado. La densidad de la mezcla de hidrocarburos en el presente estudio fue de
0.9638 g/mL, cuyo valor en la escala API correspondié a 15.48,°, que lo clasifica como un
petréleo pesado (IMP, 2016).

3.3.4 ANALISIS DE LA COMPOSICION DEL PETROLEO

El analisis parcial de la composicion de los hidrocarburos empleados durante el ensayo de
recuperacion mejorada (MEOR) indica la presencia de hidrocarburos de la\fraccion media
(figura 22). De los hidrocarburos identificados, el tiempo de retencion, asi como.el area y
concentracion (en pg/ml) de cada compuesto se muestran en la Tabla 5.
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Figura 22. Cromatograma de la muestradKL-1
Figura 22. Chromatogram of sample JKL-1

Tabla 5. Concentraciones de hidrocarburos de la fraccién media identificados de una muestra
del petréleo usado.

Table 5. Concentrations of hydrocarbons in-the, middle fraction identified from a used oil
sample.

#I1D Nombre Tiempo de retencion Area Concentracion
(min) (Hg/mL)
1 Decano 4.054 371773773 3110.0
2 Undecano 5.603 3351545.3 2722.7
3 Dodecano 6.961 3544781.2 2849.1
4 Tridecano 8.172 3546020.5 2837.5
5 Tetradecano 9.275 2482671.8 1983.3
6 Pentadecano 10.292 2672205.5 2114.2
7 Hexadecano 11.25 3074931.6 2426.5
8 Heptadecano 12.152 1419119.3 1130.5
9 Octadecano 13.008 1872963 1485.7
10 Nonadecano 13.825 1183664.4 935.1
11 Eicosano 14.605 1084872.2 860.9
12 Heneicosano 15.354 931194.6 740.0
13 Docosano 16.07 714507.4 569.5
14 Tricosano 16.761 691601.3 554.3
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15 Tetracosano 17.424 606579.8 488.0

16 Pentacosano 18.064 573619.9 459.1

17 Hexacosano 18.683 429843.6 352.1

18 Heptacosano 19.281 376633.8 300.9
Total 32622161.7

A partir de estos datos, la concentracion de la fraccion media es 2,074 pg/mL. Por otro lado,
en la tabla 6 se muestran‘las.concentraciones de los compuestos detectados y que pertenecen
a hidrocarburos fraccion ligera, con una concentracion de 9378.9

Tabla 6. Hidrocarburos de la fraccion ligera identificados en la muestra hidrocarburos

Table 6. Hydrocarbons of the lightfraction identified in the hydrocarbons sample

#I1D Nombre Tiempo de-retencion Area Concentracion
(min) (ng/mL)
1 Heptano 1.039 2571471.3 2138.0
2 Octano 1.494 4145987.4 3457.2
3 Nonano 2.431 4515578.8 3783.7

3.3.5 EFECTO DEL BIOSURFACTANTE EN.LA VISCOSIDAD Y DENSIDAD DE
LAS EMULSIONES PETROLEO-CALDO CRUDO

El proceso de Recuperacion Mejorada de Petrdleo es implementade, en muchos reservorios
del mundo con el fin de recuperar cantidades adicionales de petréleo-que no son extraidos
durante la recuperacion secundaria en los procesos de waterflood oen la inyeccién de gas.
El petréleo no recuperado en un reservorio convencional aun teniende’buena calidad, con
frecuencia excede la mitad de la cantidad de petroleo original en su sitio.
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En este ensayo se emplearon diferentes combinaciones-de petréleo/caldo crudo con el fin de
conocer la forma en que la viscosidad de“petroleo crudo pesado se modifica por accion de
los metabolitos secundarios presentes en el calde, crudo. La figura 23 muestra el efecto que
genera el caldo crudo al ser agredado al petr6lee prevocando la disminucion de la viscosidad
y por tanto su densidad

El hecho de que las técnicas de recuperacion primarias y secundarias'solo pueden extraer un
35-45 % en promedio del petréleo original en su sitio deja un amplio*margen de petréleo no
convencional que puede ser obtenido por métodos no invasivos y mengs.contaminantes en
comparacién con los métodos térmicos o quimicos que afectan al medie.ambiente (Zoua et
al., 2014).

3.3.6 ENSAYO DE RECUPERACION EN COLUMNAS EMPACADAS CQON
ARENA

Para los ensayos de recuperacion de petréleo haciendo uso de una columna empacada,con
arena se empled la cepa bacteriana Raoultella planticola. Se hizo uso de la misma muestra
de petrdleo que fue caracterizada previamente con una densidad API de 15.18 y una densidad
de 0.9638 g/mL. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 7. La arena de la columna
tuvo un porcentaje de porosidad promedio de 50.5 % y un volumen de poro de 126.2 mL +
0.83. El porcentaje de porosidad y el volumen de poro mostraron baja variabilidad, lo mismo
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que el petrdleo original en su sitio, 111.3 mL £ 0.66. EI tamafio uniforme de las particulas de
arenay el hecho de ser el mismo petroleo puede influir en los resultados con baja variabilidad.

Figura 24. Saturacion de la Figura® 25. Saturacion de la
columna con salmuera columna ¢on petroleo

Figura 24. Saturation of the Figura 25,7 Saturation of the
column with brine column with ail

Por otro lado, la tabla 7 se muestran los resultados del ensayo de recupéracién llevado a cabo
en la columna empacada con arena. Los resultados muestran un nivel dé récuperacion hasta
de un 29 % después de 24 h de incubacion, ya que la columna no contienesc€lulas, sino sélo
los metabolitos generados durante la cinética de crecimiento.
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Tabla 7. Resumen de los resultados de MEOR haciendo uso de una columna empacada con
arena. Las.columnas se presentan en promedios

Table 7. Summary of MEOR results using a sand-packed column. Columns are presented in
averages

Biosurfactante
Parametros de Raoultella Control

planticola
OO0OIP (mL) 110.7 112
Sai (%) 87.6 88.2
Swi (%) 12.4 11.8
Sorwf (mL) 60 42
Sor (%) 45.8 62.5
Sorbf (mL) 13.3 1.6
Vp (mL) 126.3 127
AOR (%) 29.2 2.6
orosidad
E’%) 50.5 50.8

Los resultados de la columna empacada ¢on arenagson, el promedio de tres repeticiones, en
este ensayo de MEOR se dio un tiempo de-incubacionsde sélo 24 h, debido a que se uso el
caldo libre de células. El porcentaje (%) de regéperacion/de petroleo (AOR) fue de 29.2 (26.8
+3.2)

La recuperacion de petroleo crudo en un ensayo de ME@R depende de la eficiencia
metabdlica del microorganismo usado, de la capacidad del biosurfactantes para modificar la
tension superficial e interfacial, asi como de las caracteristieas jgeologicas de la roca
almacenadora (Hernandez et al., 2019). Por lo tanto, se requieren‘masyensayos con rocas y
mezclas de petroleo locales o regionales con el fin de llenar los vacios en esta parte de la
investigacion en pozos mexicanos

3.4 DISCUSION

3.4.1 CEPAS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES

La fuente de carbono constituye uno de los factores més importantes en la producciony
rendimiento de los biosurfactantes, por lo tanto, su efecto en el aumento de la masa celular
es directamente proporcional a su concentracion. La sacarosa es un sustrato que por lo comdn
no se encuentra en estado puro en el medio por lo que su uso podria elevar los costos de
produccion. Los resultados reportados por Ghribi y Ellouze-Chaabouni (2011) y Sari et al.,
(2019), en cuanto al rendimiento son inferiores a la cepa Raoultella planticola (3.22 g/L), en
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la cual se empled sacarosa grado ACS en lugar de glucosa, que, si bien ambos son reactivos
de uso estandar de laboratorio, la sacarosa puede hallarse en el microambiente con mayor
biodisponibilidad. Ademaés, otras fuentes provenientes de desechos agroindustriales se
pueden emplear como fuente de carbono, lo que disminuye notablemente los costos de
produccion. De hecho, Ahmad et al., (2021) obtuvieron un rendimiento similiar, usando la
cepa Klebsiella sp KOD36 cuyo méaximo rendimiento fue de 4.34 g L%, es decir, un 25 %
superior al encontrado en K. planticola. La diferencia en la fuente de carbono puede ser
determinante, ya que estos-autores usaron aceite de soja en lugar de sacarosa. Sin embargo,
Jain et al., (2013) obtuvieron.un rendimiento muy superior, con 10.1 g L™ con Klebsiella,
usando como fuente de carbono almidon. No obstante, al emplear sacarosa como fuente de
carbono logararon un redimiento’de 5.1 g L™,

Por otro lado, con respecto a la fuente de nitrégeno, éste puede provenir de diferentes
sustratos, sobre todo en sus formas“de.NHs, NH4*, NOs™ y NO2", que estan presentes en el
medio con nitrofoska usado en el presente estudio, cuya formulacion es 12-8-16+3MgO,
donde el 20 % es nitrogeno total (4 ©%~hitrogeno nitrico y 16 % nitrogeno amoniacal).
Ademas, fuentes como el NOz™ y el NO2 ne solo satisfacen lo requerimientos nutricionales
de las cepas cultivadas, sino que ademas pueden:ser usadas en la respiracion anaerobia, como
es el caso de algunas cepas del género’Bacillus. EI NH4* puede ser usado como aceptor final
de electrones en ausencia de oxigeno‘(Maier, 2009; Clarke, 2013).

El nitrogeno, en sus distintas formas(asimilables, es fundamental para el crecimiento
microbiano. Se ha comprobado, por medio de ‘estudios de cultivos puros, que los
microorganismos utilizan los aminoécidos' dé_una forma multifuncional como fuente de
nitrégeno. Una vez que se asimila, puede ser usado.como parte directa o indirecta durante la
sintesis de la pared celular o durante la sintesis de protefnas. Del mismo modo, los
aminoacidos pueden ser rapidamente desaminados o transamihados, constituyendo los
esqueletos de carbono resultantes en sustratos que posteriormente son empleados en la
respiracion celular, conduciendo a la produccién de CO.. Del misme-modo, la pared celular
de las bacterias esta constituido de peptidoglucano, el cual contiene enlaces de glucano, asi
como unidades repetidas de acido N-acetilglucosamina y acido N-acetilmUramico unidos
entre si por pequefios puentes peptidicos, los cuales por lo comun consisten de'cuatro a cinco
aminoacidos como L-alanina y D-glutamina. La presencia de fuentes de nitrogeno en sus
formas amoniacal 0 amonio permiten la construccion de estos pilares basicos en'la estructura
celular bacteriana (Jones et al., 2005; Hu et al., 2018).

La proporcion carbono-nitrogeno (C/N) es muy importante en la produccion de
biosurfactantes, porque son la materia prima del esqueleto de estas moléculas y tienénuna
influencia directa en su estructura y funcion (Jahan et al., 2020). La C/N del medio mineral
nitrofoska fue de 29.61, y aunque se han reportado C/N menores en ensayos para la
produccién y optimizacion de biosurfactantes (Al-Ajlani et al., 2007; Liu et al., 2012;
Heryani y Putra, 2017), la concentracion para promover una maxima produccion depende de
la especificidad de las fuentes (como el grado de pureza), de su composicion molecular, y la
forma que presenten para facilitar la asimilacion a nivel celular. En este sentido se requiere
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de una mayor investigacion para la optimizacion del rendimiento de moléculas
biosurfactantes, porque su produccion depende de varios factores.

3.4.4 ANALJISIS DE LA COMPOSICION DEL PETROLEO

El petroleo cruda pesado tiene la caracteristica de que es mucho més dificil de recuperar que
el petréleo crudo ligerp, y los procesos que pueden llevarlo a cabo son de alto costo. Tiene
una gravedad APl muehosmenor y por lo comdn se requiere de técnicas especiales para poder
extraerlo, su contenido de hidrogeno es menor en comparacion con el carbono, contienen
altos residuos de carbono y.asfaltenos, metales pesados, azufre y nitrogeno. (Speight, 2016).
El petréleo crudo pesado, dadasu abundancia en los pozos maduros o clausurados, representa
una oportunidad para incrementar la produccion si se extrae por los medios adecuados que
no dafien la integridad de los ecosistemas naturales (Lee y Babadagli, 2020).

344 EFECTO DEL BIOSURFACTANTE EN LA VISCOSIDAD Y DENSIDAD DE
LAS EMULSIONES PETROLEO-CALDO CRUDO

De acuerdo con un estimado de la_Administracion de Informacion de Energia Estados
Unidos, 375 billones de barriles aun/e-encuentran‘en los yacimientos de Estados Unidos.
Por este motivo la disminucion de petroleos ligeros®y medianos ha hecho que la industria
actual considere los yacimientos de petréleo crudosno_eonvencional como una alternativa
para su movilizacion con el fin de desarrollar procesos-de‘recuperacion, y asi incrementar su
produccion entre 3-8 % con respecto al volumenide petréleo.original en su sitio (Gaytan et
al., 2015; Satter e Igbal, 2016; Varjani & Upasant, 2017).

A pesar de que el petroleo residual, por su alta viscosidad, es.mas dificil de explotar en la
actualidad existe un amplio interés por extraerlo. Las razones Se deben a su abundancia y a
la escazes de petroleos ligeros, puesto que no se puede recuperar pormeétodos convencionales
que ademas sean de bajo costo, y porque en la actualidad existen teenologias que pueden
hacer rentable su extraccién, como sucede con la MEOR, la cual g#mplea metabolitos
secundarios como los biosurfactantes, pudiendo extraer hasta un 15 % delpetrdleo original
en sitio (Bachman et al., 2014; Speight, 2016).

El uso del biosurfactante impuro, caldo crudo con/sin células puede disminuir J@s costos de
produccidn referentes a la recuperacion de petroleo no convencional (Soares DaSilva et al.,
2017), debido a que contiene biosurfactantes y otros metabolitos de interés y promuéve una
conversion de los componentes mas pesados del petroleo a fracciones mas “ligeras,
disminuyendo sustancialmente con esto la viscosidad de la mezcla de hidrocarburos
(Bachman et al., 2014; Gaytan et al., 2015; Safdel et al., 2017).

Souaya et al., (2012) establecieron un ensayo para evaluar el efecto sobre la viscosidad de
una mezcla de asfaltenos/emulsificante sintético. Hicieron uso de un viscosimetro Saybolt
Furol. Ellos emplearon un derivado del Oxido de etileno (un surfactante no ionico) en
diferentes concentraciones. La relacion de la emulsion v/v fue de 60/70. Los resultados
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indican un aumento de los segundos-Saybolt con el incremento de la temperatura de 25 °C a
50 °C. EsteS-valores estan por encima de los resultados de este estudio, sin embargo, los
asfaltenos sonscomponentes naturales del petroleo extra pesado, de los residuos de su
destilacién, o de_materiales bituminosos, y el incremento de la viscosidad al aumentar la
temperatura puedé deberse a un incremento del area por molécula, por causas del incremento
del movimiento tépmico (Speight, 2016). Este efecto es opuesto al de la mezcla petréleo
pesado/caldo crudo, lo\que,puede explicarse porque se llevo a cabo a temperatura ambiente.
De esta forma, los resultados de este estudio, indicaron una reduccion de la viscosidad a
medida que se incrementé la cantidad de caldo crudo en las emulsiones tratadas. Los
principales efectos de los metabolitos secundarios presentes en el caldo de cepas productoras
de biosurfactantes es la reduccion de la viscosidad y el mejoramiento de las caracteristicas
de flujo. Ademas, otros metabolitos.como los &cidos organicos mejoran la permeabilidad y
porosidad de la roca almacenadora. También los solventes pueden disolver y remover
pesadas cadenas de hidrocarburos (Gaytan et al., 2015). La fluidez de la emulsion es de suma
importancia porque permitird obtener_ufsporcentaje de recuperacion significativo (que
dependera de las caracteristicas de la roca; la composicion del caldo crudo, el metabolismo
bacteriano y las caracteristicas del petrdleo)-gue se traduzca en ganancias economicas por
unidad de pozo (Bachman et al., 2014;/Safdel et al., 2017).

3.4.6 ENSAYO DE RECUPERACION-EN COLYMNAS EMPACADAS CON
ARENA

Diferentes investigaciones se han llevado a cabo~en la MEOR haciendo uso de columnas
empacadas con arena (Bordoloi y Konwar, 2008;”Gudifia et al., 2013; Qazi et al., 2013;
Ashish, 2018; Ibrahim, 2018), y se ha reportado la evaluacion dedadegradacion de la mezcla
de hidrocarburos después del ensayo de recuperacion por cromatografia de gases y otros
métodos (Gudifia et al., 2013), sin embargo el uso de los biosurfactantes en su forma
parcialmente purificada es de elevado costo en comparacion con surfactantes de origen
sintético (Geetha et al., 2018) por lo que, el uso de su forma impura podria bajar los costos
de produccion hasta en un 60 % (Soares Da Silva et al., 2017). Tan sélo 5:mg ded Iturina A
(Bacillus subtilis) con un porcentaje de pureza > 95 % (HPLC) tiene un costo de’567 USD,
lo que indica un precio por kg de 113,400,000 USD en comparacion a los 1,460 USD por kg
de un surfactante sintético como el dodecil sulfato de sodio (Sarubo et al., 2022).

El caldo crudo, libre de células, es una mezcla de diferentes moléculas o metabolites_que
pueden tener un efecto positivo en el proceso de recuperacion. Estos llamados bioproduetos
no solo lo constituyen los biosurfactantes, sino también acidos, solventes, polimeros y gases
que, aunque no tienen las mismas propiedades de los biosurfactantes contribuyen cada une,
produciendo un efecto sobre el petroleo y la roca reservorio. Todos esos bioproductos
constituyen el caldo crudo, el cual en vez de purificarse en un proceso de MEOR, puede
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usarse €n su-estado natural, actuando juntos como una sinergia que incide directamente en
los porcentajes de recuperacion de petroleo (Soares Da Silva et al., 2017).

Hacer uso del ealdo libre de células no implica una degradacion de hidrocarburos, pero si se
modifica la tension superficial estimulando la formacion de emulsiones cinéticamente
estables. Esto se/puede ver en el efecto del caldo crudo en la viscosidad de una mezcla de
petréleo. La relacion®60/60 (v/v) tuvo la viscosidad mas baja (1.373 mm? s'*) en comparacion
con las demas relaciones v/v. El caldo crudo tuvo el menor tiempo en segundos Saybolt
(11:27 s). Las funciones=principales de los biosurfactantes son alterar la tension tanto
superficial como interfacial, asi como adsorberse entre las fases inmiscibles, emulsificar el
petroleo crudo, e incrementar_la movilidad de las células bacterianas. Una forma de
identificar la presencia de biosurfactantes dentro del ensayo de recuperacion es determinar si
existe alteracion de algunas de sus caracteristicas previamente medidas (ver figura 23), como
la viscosidad (Tatar, 2018). Cuando se emplea el caldo con células, las investigaciones
recomiendan incubacién por 336 h, genyel fin de que las cepas microbianas crezcan y la
degradacion de la mezcla de hidrocarbures‘sea patente (Gudifia et al., 2013). Por este motivo
y debido a la carencia de células, el periodo\de incubacion en este estudio fue de 24 h.

Una de las ventajas de usar el caldo libre de eelulas es evitar el taponamiento de los poros de
la roca almacenadora de petrdleo. Suspresencia podria causar un taponamiento ya que juntos
con sus moléculas de superficie se encuentran adheridas al sustrato. El aumento de la biomasa
celular crea una biopelicula que evita que.mas petroleo sea liberado dentro del reservorio
(Patel et al., 2015; Gao et al., 2017; Safdel-et-al., 2017):

Comparado con Gudifia et al., (2013), cuyo%_AOR mas_ alto fue de 25.9 usando parafina
viscosa, en este ensayo la recuperacion fue de'29.2, haciendojuso de petrdleo crudo pesado,
lo cual pudo deberse a que los conductos del reservorio puedepohstruirse por otros productos
de desecho del metabolismo microbiano, o por el crecimiento mismo de las células, como se
dijo en un inicio. Sin embargo, Ashish (2018) emple6 un aceité de motor usado y hall6
recuperacion mas altos, de 39.1, 40 y 40.3 mL a partir de Candida trepicalis, usando el caldo
libre de células. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que el aceité de motor no contiene
moléculas complejas como los asfaltenos que incrementan la viscosidad,/y por lo tanto es
menos complejo que el petrdleo crudo. Sin embargo, C. tropicalis produce\biosurfactantes
de alto peso molecular, conocido como lipomanan (De La Rosa et al., 2014; Sarubo et al.,
2022) y el ensayo llevado a cabo por Gudifia et al., (2013) se trabaj6 con lipopéptidos. Lo
que indica que pocos trabajos sobre recuperacion mejorada de petréleo se han hechohasta la
fecha con Klebsiella (Raoultella) sp. Destacando a esta investigacion en pionera’con esta
cepa microbiana. Sin embargo, Astuti et al., (2019) trabajaron en un ensayo de recuperacion
con la cepa Pseudoxanthomonas sp. G3 usando columnas empacadas con arena, obteniendo
un porcentaje de recuperacion entre 38.46 — 42.11 %, es decir, entre un 23.9 % — 30.6 % ma&s
qgue en el porcentaje obtenido con Raoultella planticola. Y aunque no es el mismo
microorganismo, ni siquiera el mismo género, si es la misma clase de biosurfactante.
Pseudoxanthomonas sp. G3 y Raoultella planticola producen glucolipidos. Empero, la
capacidad de recuperacion no esta determinada por el biosurfactante per se, sino que tambien
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depende de- otros factores entre los que destacan: las caracteristicas de la roca, las
caracteristicas del petroleo y el metabolismo microbiano, ya que algunas moléculas de
biosurfactantessseran mas activas que otras, aunque se trate del mismo tipo (Bachman et al.,
2014; Safdel et/al., 2017), lo cual deja abierta la posibilidad de realizar mas investigacion de
los procesos de recuperacion utilizando la cepa Raoultella sp. variando las fuentes de carbono
y nitrégeno, asi como1os métodos de recuperacion empleados.

3.1 CONCLUSION

Se llevo a cabo la evaluacion de la recuperacion mejorada de petrdleo a partir de la cepa
bacteriana Raoultella planticolai~haciendo uso de columnas empacadas con arena. Para
lograr este objetivo se utilizé un petréleo. crudo pesado con densidad API de 15.18. EI AOR,
fue de 29.2. Se uso el caldo libre de-células, lo cual pudo haber contribuido a un mayor
porcentaje de recuperacion en comparacCion-a columnas empacadas con arena que usaron el
caldo con células. Se requieren estudios de-MEOR en campos petroleros mexicanos porque
los ensayos so6lo se pueden aplicar en_pozos ‘especificos o en campos petroleros especificos
(cuando se emplean consorcios que han.sido aistados de varios pozos contiguos). La cepa
bacteriana Raoultella planticola es buena-candidata para uso en procesos de MEOR,
empleando el caldo crudo libre de células.
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CONCLUSIONES GENERALES

De acuerdo con tossesultados y el posterior anélisis de esta investigacion, se identificaron
cepas bacterianas capaces de sintetizar biosurfactantes, lo cual favorece a la industria
petrolera, ya que estoSsmiscroorganismos son capaces de mejorar el renmdimiento en la
extraccion de petréleo crudosya que incluye pozos que han dismunuido su produccion como
parte de un proceso natural de desgaste, e inclusive incluye pozos que han quedado en desuso
después que la extraccion de hidroearburos ya no es redituable econémincante.

A travez de una serie de pruebas bioquimicas se identifico la cepa bacteriana Raoultella
planticola C3, la cual mostré la ¢apacidad de sintetizar biosurfactantes glucolipidos con un
rendimiento de 3.22 g/L en un medio mineral de uso industrial (nitrofoska), con una
proporcion C:N de 29.61

Para evaluar la eficiencia de recuperacion de petrdleo a travez de los metabolitos secundarios
de Raoultella planticola C3, se establecid‘una columa empacada con arena con un volumen
de 250 mL. Para este ensayo se utiliz6 un petréleo crudo fraccion pesada con una densidad
API de 15.18. La recuperacion fue de/29.2 mL.

En lugar de biosurfactante puro (cuyo~valor en el mercado es bastante elevado, lo cual
constituye su principal desventaja) se utilizo caldo bacteriano libre de células, influyendo de
manera positiva en el proceso de recuperacion, Luego ‘de observar el comportamiento y
eficiencia de Raoultella planticola C3, estaspuede ser{ candidata para uso en procesos de
recuperacion de petroleo, empleando el caldo.crudo libre“de células que a nive industrial
podria abaratar los costos hasta en un 60%.
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