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I. Introduccion

Las estrategias de produccion de petréleo tradicionalmente consisten en un
agotamiento primario seguido por una recuperacion secundaria y, en algunos casos,
procesos de-recuperacion terciaria. En la recuperacion primaria, el aceite inicial se
extrae bajo presion natural y, a menudo, solo recupera el 10-20 % del aceite original
en su lugar (Elraies y Tan, 2012; Bachmann et al., 2014). Cuando los rendimientos
de petréleo caen debido a reducciones de presion naturales en los reservorios, las
tecnologias de recuperacion secundaria se utilizan a través de inyeccién de agua y
/ 0 gas. La recuperacion seeundaria puede llevar a un aumento de la recuperacion
total hasta un 40-50 % de fatorde recuperacion (Martinez, 2014). Aproximadamente
la mitad del petrdleo en el depésito permanece atrapado en pequefios poros de la
formacién de roca. La pobre eficiencia de desplazamiento se atribuye a las altas
fuerzas de capilaridad debidas a lag'fuerzas superficiales e interfaciales, las fuerzas
de viscosidad y las heterogeneidadeS del yacimiento (Elraies y Tan, 2012; Herrera
Silva et al., 2013.).

La creciente demanda mundial de teCnologias sostenibles que mejora la
eficiencia de los procesos petroquimicos, en la’industria del petroleo ha impulsado
avances en la biotecnologia del petrélep en les.Ultimos afos. La industria del
petréleo utiliza cantidades sustanciales .de tenSieactivos sintéticos de base
petroquimica en sus actividades como agentes movilizadores para aumentar la
disponibilidad o recuperacién de hidrocarburos, asi como muchas otras aplicaciones
relacionadas con la extraccion, tratamiento, limpieza y transporte (Cantarero,2010)
Sin embargo, los biotensioactivos tienen varias aplicaciones patencCiales para su uso
a través de la cadena de procesamiento de aceite y en las.fermulaciones de
productos petroquimicos como agentes emulsionantes / desemulsionantes,
anticorrosivos, biocidas para bacterias reductoras de sulfato, formulacion de
combustible, extraccibn de betan de arenas bituminosas y muches. otras
aplicaciones innovadoras. Debido a su versatilidad y eficacia probadas los
biotensioactivos se presentan a menudo como valiosas herramientas versatiles‘que

pueden transformar y modernizar la biotecnologia del petréleo en un intento por
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propercionar una imagen real del estado de la técnica y las direcciones o el uso en
la industria petrolera. (De Almeida et al., 2016)

La reCuperacion mejorada del petrdleo, (MEOR por sus siglas en ingles) es la
recuperacion-mejorada de petréleo en la que se usan microorganismos 0 sus
productos metabdlicos para mejorar la recuperacion del aceite residual. Por lo
general, es men@s costoso cuando se compara con la recuperacion de petroleo
mejorada quimicamente, particularmente cuando se usan microorganismos para
producir suficientes ‘preductos como polimeros y biotensioactivos que comienzan
con materias primas de Sustratos de bajo costo (Sarafzadeh et al., 2014; Silva et al.,
2014). Los biotensioactivos mejoran principalmente la movilizacion de
hidrocarburos, mejorando asi_la'recuperacion de petréleo crudo de los reservorios
(Perfumo et al., 2010).

Los biotensioactivos se producen, principalmente mediante cultivos microbianos
gue crecen en sustratos inmisibles eniagua, que permite el acceso a estos sustratos
hidréfobos (como hidrocarburosg).y-se clasifican generalmente en moléculas de baja
masa molecular (lipopéptidos, glicolipidos) y. tensioactivos polimericos de altas
masa moleclrar (polimeros y particulas) (Kapadia y Yagnik, 2013)

Existen fuerzas que afectan el comportamiento.de los hidrcarburos dentro del
yacimiento en diferentes maneras, por ejemplo, una-foca mojada por agua puede
ser limpiada, secada y completamente Saturada com~un alcano, mientras las
superficies de los poros permanecen mojados por agua. Dejar caer un nucleo
saturado de petroleo, pero mojado por agua en un recipienté con agua, de manera
espontanea absorbera una cantidad significativa de agua_y~“el aceite saldra
expulsado (Francisca, 2001).

Un yacimiento es una estructura compleja, que esta formado.por una gran
variedad de minerales. Cada mineral tiene una mojabilidad diferente, que hace que
el comportamiento de la mojabilidad de la roca sea dificil de describir. Porlo-general,
el componente principal de los depositos, cuarzo, carbonato y dolomitas~son
mojables por agua antes de la migracion de aceite (Abdallah, 2007).

Esta tesis presenta los efectos de mojabilidad de un sistema solido-liquido que

asemeja las caracteristicas de formacién, producidas por tres biotensioactivos de
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origen fungico, mediante la realizacion de las mediciones experimentales del angulo

de to asi como la caracterizacion de los biotensioactivos.
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II. Objetivos e Hipotesis

[I.I Objetivo®General

Evaluara-mojabilidad de una superficie sélida a través del angulo de contacto
del sistema ‘solido-liquido producida por un tensioactivo sintetizado por una cepa
fungica, petrofilicaly autéctona del estado de Tabasco que pueda incrementar la

fraccion recuperadasde petréleo.

II.I.1 Objetivos especificos

+ 1.-Obtener cepas fangicas petrofilicas nativas del estado de Tabasco con
capacidad de sintetizar bietensioactivos.

« 2.- Caracterizar en condiciones in vitro un biotensioactivo producido por una
cepa fungica petrofilica, a través de sus propiedades de superficie,
termodinamicas, fisicoquimicas.

« 3.- Evaluar la eficiencia en)la mojabilidad del biotensioactivo sobre una
superficie soélida con caracteristicas de”yacimientos a través del angulo de

contacto.

[I.Il Hipbtesis
Un tensioactivo sintetizado por una cepa fungica nativadel estado de Tabasco,

tiene la capacidad de aumentar la mojabilidad en la interface sdlido-liquido.
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Capitulo 1 Generalidades

1.1 Tensioactivos

Los ténsoactivos son compuestos que se concentran o acumulan en la interface
entre dos medios, alterando la tension superficial. Los tensioactivos poseen una
constitucion molegular tipica, esencialmente lineal y asimétrica, con dos zonas, una
hidrofoba y otra hidréfila manteniéndose principalmente en la interface aceite/agua
o aire/agua. Si el tepsioactivo esta dentro de la fase acuosa su grupo polar puede
estar rodeado de moléculas_de agua (solvatacion). Si el tensioactivo esta disuelto
en una fase oleica, su grupo polar posee interacciones con el solvente (Bernabé,
2007; Riojas et al., 2010).

1.2 Tipos de biotensioactivos

Existen dos tipos de tensioactivos.de modo general, los quimicos o sintéticos, y
los naturales o biologicos, generados estos.Ultimos por algunos microorganismos,
en este caso, se les denomina biotensioactivos (Qiao y Shao, 2010; Jadhav et al.,
2011). Tanto los tensioactivos quimicos comoes biotensioactivos incrementan la
solubilidad de los compuestos organicos. hidrofobicos adsorbidos (COHSs) a través
de una fase micelar (hidrofilica/hidrofobica), la cual propicia la desorcion de los
contaminantes del suelo hacia la fase liquida. Asi‘se logra un incremento en la
biodisponibilidad de los COHs (Velasco y Volke, 2003)«L0s tensioactivos mejoran
la absorcion y biodisponibilidad de los hidrocarburos al aumentar su solubilidad y la
dispersion (Chozo et al., 2017).

Los tensioactivos inducen una emulsion en la interfase agua-aceite. La emulsion
permite la dispersién termodinamica inestable de dos o mas liquidos inmiscibles, o
parcialmente miscibles (Coutinho et al., 2013). Aunque se trate dedispersiones
termodinamicamente inestables, las emulsiones pueden convertitse en
cinéticamente estables, gracias a la presencia de agentes tensioactivos que
presentan la capacidad de absorcidén en las superficies de las gotas (Laurencio-
Alfonso y Delgado-Drubey, 2008). En la mayoria de las emulsiones, una de las fases
es acuosa y la otra es un aceite polar. Las emulsiones con el aceite como fase

dispersa se conocen como emulsiones de aceite en agua (oil-in-water, o/w) y las
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emulsiones con agua como fase dispersa se conocen como emulsiones de agua en
acelite (water-in-oil, w/o) (Aranberri et al., 2006).

LosS tensioactivos combinan una molécula fuertemente hidrofébica con un grupo
fuertemente hidrofilico (Khoshsima y Dehghani, 2016), con ello se adhieren en la
interfase entfe un medio acuoso y otra fase que puede ser aire, aceite o particulas
(Fig. 1.1). Si el tensioactivo estd dentro de la fase acuosa, su grupo polar puede
estar rodeado de_moléculas de agua (solvatacion). Si el tensioactivo esta disuelto
en una fase oleica, su’'grupo apolar posee interacciones con el solvente (Celik et al.,
2008). El grupo hidrof6bico, por lo regular es un hidrocarburo (R) con 10 o 20
carbonos (Jiménez, 2001). Esta afinidad por las interfaces hidr6fobo con lo apolar e

hidrdfilo con lo polar, es lo que le otorga sus principales caracteristicas: disminuir la

tension superficial y aumentar |a'solubilidad (Raiger y Lopez, 2009).

»/ s

B Aire |8
‘ ’ . :
/| Aceite

Parte Apolar

_—
Eterfase

Parte Polar

—

Do VS 3 ‘_ :
Fig. 1. 1 Ubicacidn de la molécula de tensioactivo en la interfase (Riojas et al., 2010).

1.3 Clasificacion de tensioactivos basados en cargas ionicas«(Clint, 1992)
Los tensioactivos sintetizados quimicamente se clasifican,_generalmente en

funcion del tipo de grupo polar.

1.3.1 Grupo hidrofilico
El grupo hidrofilico de un tensioactivo generalmente se conoce como el*grupo

de cabeza" y es cualquiera fuertemente polar o cargado.
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1.3.2 Anidnico
Estos incluyen los jabones tradicionales y los primeros detergentes sintéticos,

tales como sulfonatos y sulfatos.

1.3.3 Cationico
Estos son“generalmente compuestos de amonio cuaternario, imidazolinio o

alquilpiridinio.

1.3.4 Tensioactivos zZwitterionicos (anfoteros)
Estos se usan en forma de betainas o sulfobetainas. Estos compuestos son mas
suaves en la piel que los aniénico y tiene un efecto ocular especialmente bajo por

lo que estos se utilizan en los hanos y champus de bebé.

1.3.5 Tensioactivos no ionicos
Estos generalmente estan.dominados por etoxilatos. Esta clase de tensioactivos
también incluyen varios semi eompuestas polares tales como 6xidos de amina,

sulfoxido y 6xidos de fosfolina.

1.3.6 Combinacion
Estos tipos suelen contener grupos.no iénices’y anionicos, como alquil
etoxisulfatos. Este tensioactivo es suave para la piel y nasSeypuede evitar el contacto

con la piel, como lavar la vajilla y champus liquidos.

1.3.7 Grupo hidrofébico
Estos tipos de tensioactivos generalmente se llaman "cola" y son principalmente

un simple grupo de hidrocarburos

1.4 Biotensioactivos

Los avances tecnoldgicos sostenibles han llevado al descubrimiento_.de
tensioactivos de origen natural. Muchos de estos tensioactivos son sintetizados por
microorganismos vivos, tales como las saponinas producidas por las plantas;

glicolipidos producidos por microorganismos y sales biliares producidas por los
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animales. Los compuestos con propiedades tensioactivas producidos por
microorganismos son denominados biotensioactivos (Aparna et al., 2011 y Souza
et al.,”2014).

Los biotensioactivos son principalmente producidos por microorganismos
aerobicos emun medio acuoso con una fuente de carbono como materia prima, tales
como los carbohidratos, hidrocarburos, grasas y aceites. Se cree que los
biotensioactivos Son secretados en un medio de cultivo que ayude en el crecimiento
de microorganismosspor la facilitacion de translocacion de membranas celulares a
través de sustratos inselubles (Campos et al., 1998). Los biotensioactivos
generalmente son clasificados en moléculas de baja masa molecular que
eficientemente bajan la tension_ superficial y la tension interfacial, y polimeros de
altas masas moleculares, que(Sen mas efectivos como agentes estabilizantes de
emulsiéon. Las mejores clases de"biotensioactivos de bajos pesos moleculares son
los glicolipidos, liopéptidos, y fosfolipidos, mientras que los tensioactivos de alto
peso molecular incluyen biotenSioactivos poliméricos y particulados (Kapadia et al.,
2013).

1.5 Microorganismos que producensbiotensioactivos

Una serie de microorganismos, como hongos, levaduras y bacterias, se
alimentan de sustancias que son inmiscibles en agua{ produciendo y usando una
sustancia de superficie activa (biotensioactivos) (Banat et al., 2010 ySobrinho et al.,
2013).

Entre las bacterias, el género Pseudomonas es conocido porsu capacidad para
producir cantidades de glicolipidos. Estos biotensioactivos se, clasifican como
Ramnolipidos. Los Bacillus subtilis son otros microorganismos _ampliamente
estudiados para la produccion de biotensioactivos y son conocidos por-su eficiencia
en la produccién de lipopéptidos con actividad superficial denominado surfactina o
subtilisina (Lu et al., 2007; Aparna, 2011; Al-Bahry et al., 2013; Souza et al.,»2014).
La Candida bombicola y Candida lipolytica se encuentran entre las levaduras’'mas
comunmente estudiadas para la produccion de biotensioactivos (Campos, 2013).
Un factor clave que gobierna el éxito de la produccion de biotensioactivos es el

desarrollo de un proceso econdmico que utiliza materiales de bajo costo y ofrece un
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alto rendimiento. De hecho, la eleccion de un bajo costo en el sustrato es importante
para la.economia general, ya que el sustrato representa hasta el 50 % del costo de
produccion. Afortunadamente, los biotensioactivos se pueden producir con recursos
econdémicos y renovables, tales como aceites vegetales, destileria y desechos
lacteos (Rufinglet al., 2014).

1.6 Clasificacion® de biotensioactivos basada en los microorganismos
productores

Los biotensioactivos sen_producidos por diversos grupos de microorganismos
principalmente bacterias, levaduras y hongos. La cantidad de produccion de
biotensioactivo depende prin€ipalmente del tipo de microorganismo y sus fuentes.
Muchos microorganismos utilizados para la aplicacion industrial, para la eliminacion
de productos de desecho se han_aislado de suelos contaminados, efluentes y
punto de descarga de las fuentes de_aguas residuales. Por lo tanto, estos tienen la
capacidad de crecer en sustratos considerados potencialmente nocivo para otros
microorganismos que no produeen biotensioactivos. Hay gran variedad de
biotensioactivos microbianos disponibles. Sustipo, cantidad y la calidad esta
influenciada principalmente por la naturaleza del sustrato de carbono (Georgiou et
al., 1992), y la concentracion de iones®de\nitr6geno, fésforo, magnesio, hierro y
manganeso en el medio (Guerra-Santos et al., 1986,-Haferburg et al., 1986; Abu-
Ruwaida et al.,, 1991) y condiciones de cultivo, que«ncluyen pH, temperatura,
agitacion y velocidad de dilucion, etc. (Guerra-Santos et al.;,1986; Abu-Ruwaida et
al., 1991a; Drouin y Cooper, 1992; Lin et al., 1994)"\La seleccion de
microorganismos para el uso de recuperacion mejorada del petrdleo se basa en la
variacion las condiciones que utilizan, como temperatura, presion, pHy salinidad,
deben tener prioridad (Khire et al., 1994).

1.6.1 Bacteria

Las bacterias juegan un papel importante en la produccion de biotensioaetives.
Pseudomonas es el género dominante involucrado en la produccion @€
biotensioactivo seguido de otras especies que se presentan en la Fig. 1.2 Coelho et

al., (2003) informaron la produccion de biotensioactivos por Pseudomonas sp. cepa
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GU 104 de la quinolina marina degradada. Hay un solo informe adicional disponible
en polimero biotensioactivos que producen la cepa Pseudomonas. Pseudomonas
nautica que se aislo de una zona costera del mar Mediterraneo (Husain et al., 1997)
e informo /Sobre la produccién de biotensioactivos extracelulares que exhiben
actividad emulsionante. Dependiendo del tipo diferente de fuente de carbono e
hidrocarburos; diferentes tipos de emulsionantes son producidos por
microorganismos, Este hecho esta bien demostrado por Desai et al., (1988) para la
produccion de trehalosa lipido-o-dialquilo emulsionante de monoglicéridos vy
proteinas por degradaciomde hidrocarburos Pseudomonas fluorescens.

Bacillus sp., es prinCipalmente conocido por la produccion de lipopéptidos,
lichenysin, surfactin, complejo de proteinas lipidicas y subtilisina de los diferentes
ecosistemas marinos. JennemanJet al., (1983) aislaron Bacillus licheniformis JF2
gue tenia tanto termotolerantes come,halotolerantes caracteristica que fue Gtil para
la recuperacion microbiana mejorada.de,petréleo in situ. Makkar y Cameotra (1997)
seleccionron mas de 22 microorganismos por su capacidad de sintetizar
biotensioactivos en condicionestermaofilas; y.solo dos cepas de Bacillus subtilis.

Acinetobacter sp., es de naturaleza omnipfesente y es uno de los casos de
bacterias comunmente disponibles de..gram (negativas en ambientes marinos.
Debido a su naturaleza versétil, la Acinetobacters/sp., ha atraido considerable
atencion por parte de muchos investigadores. Ademas.del entorno marino a nimero
de otras fuentes también se han estudiado en gran detalle (Patil y Chopade, 2003).

La Acinetobacter sp., juega un papel importante (én la degradacién de
hidrocarburos (Juni, 1978) y tiene un papel clave emw™os procesos de
biorremediacion (MacCormack y Fraile, 1997). La AcinetobaCter calcoaceticus
RAG-1, se aislo del mar mediterraneo (Reisfeld et al., 1972) y se encontrdé que
producia un tensioactivo que ha sido explotado comercialmente come.el producto
‘Emulsan’ (Nerurkar et al., 2009). La Acinetobacter calcoaceticus es4#ina buena
lanza activa para las bacterias productoras de tensioactivos.

Rhodococcus sp., es conocido por la produccion de moléculas activas.de
superficie de glicolipidos. Peng et al., (2007) aislaron una bacteria degradadora de
aceite; Rhodococcus erythropolis cepa 3C-9 del mar al lado de la Isla de Xiamen

ubicado en la orilla oeste del estrecho de Taiwan. Diferentes tipos de
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biotensioactivos como (glicolipidos, polisacaridos, acidos grasos libres vy
dicarinemicolato de trehalosa son producidos por Rhodococcus erythropolis (Shulga
et al.,”1990),y Rhodococcus sp., (Neu et al., 1990; Singer y Finnerty, 1990; Neu et
al., 1992).

Halomonas)sp., es principalmente conocido por la produccion de sustancia
polimerica extracelular (EPS) con propiedades emulsionantes. Existen pocos
informes que sugieren que los agentes activos de superficie emulsionantes también
son producidos porHalomonas sp., (Juni, 1978). Una cepa bacteriana, Halomonas
ANT-3b se aisl6 del hielosmarino, interfaz de agua de mar en la estacion terra nova
bay, mar de Ross, Antartida que produce emulsificantes glicolipidos. El
bioemulsificador basado en glicoproteina (proteina y acidos uronicos) también es
producido por Halomonas sp., ¥ han sido caracterizados quimica y fisicamente por
Pepi et al., 2005; Gutiérrez et al.,”2007.

Myroide es una bacteria aerdbica,.gram negativa, no movil, con forma de varilla
pigmentada usualmente se encuentra en.el ecosistema marino. La mayoria del
trabajo llevado a cabo en la preduceion de bioemulsificadores Myroides sp., SM1
que se aisldé del agua de mar derramada“porcel petrdleo en el lago Songkhla,
Tailandia (Maneerat et al., 2004). Myroides sp.,,SM1 crece bien, emulsionando
crudo desgastado y produce un bioemulsificadorsextracelular (complejo de L-
ornitina, lipidos-L-ornitina y una diferente pareja de acido,graso iso-3-hidroxi y acido
iIS0-graso) que posee alta superficie actividad para el desplazamiento del aceite en
comparacién con otros tensioactivos (Maneerat et al., 2006)sEl bioemulsionante de
un entorno extremo muestra una mayor estabilidad a una temperatura de amplio
rango. Sin embargo, sus actividades de emulsificacion disminuyen rapidamente a
pH extremo y alto contenido de concentracion de sal (Maneerat y Phetrong, 2007).
Las moléculas asociadas a la superficie activa de la célula de Myroides“sp., posee
una alta actividad de emulsificacion adhiriéndose al petréleo crudo«degradado
(Maneera y Dikit, 2007).
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Fig. 1. 2 Tabla de bacterias productores de biotensioactivo:

Tension
. . CMC
No.| Microorganism’s Biosurfactants References Superficial
(mg/L)
(mN/m)
1. | Pseudomaonas sp. Ornithine lipids (Desai and Banat, 1997)
Pseudomonas ] ]
2. Viscosin (Banat et al., 2010) 26.5 15
fluorescens
Pseudomonas
Aeruginosa .
3. Rhamnolipids (Jadhav et al., 2011) 25-31 1-20
Pseudomonas
chlororaphis
Pseudomonas
marginilis, Vesicles _
4, v, (Choi et al., 1996)
Pseudomonas & fimbriae
maltophila
Pseudomonas o
5. _ Rhamnolipid (Robert et al., 1989) 29
aeruginosa
Pseudomonas ] .
6. Lipopeptide (Neu et al., 1990)
fluorescens
Proteins,
Pseudomonas :
7 . carbohydrates (Husain et al., 1997)
nautical -
and lipids
Pseudomonas Trehaloselipid-o-dialkyl, )
8. _ _ (Desai etal.,1988)
fluorescence Monoglycerides protein
Pseudomonas ) )
9. ) Protein PA (Hisatsuka et al., 2971)
aeruginosa
Pseudomonas Carbohydrate-lipid
10. (Nerurkar et al., 2009) 27 10
fluorescens Complex
Pseudomonas o
11. . Rhamnolipid (Becerra et al., 2016) 27.2
aeruginosa
Pseudomonas o
12. ) Rhamnolipid (Becerra et al., 2016) 48.3
stutzeri
13.| Pseudomonas sp. Rhamnolipid (Becerra et al., 2016) 52.6
Azospirillum ) ] ]
14 ) Lipopeptide (Ojeda et al., 2015) 38 0.12
brasilense
Azospirillum ) ) )
15. ) lipopeptide Ojeda et al., 2015) 35 0.25
lipoferum
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Bacillus
subtilis, ] ] (Arguelles-Arias
16. ) Surfactin/lturin 27-32/ 37.5 | 23-160
Bacillus et al., 2009)
amyloliquefaciens
Bacillus o
17. N Subtilisin (Sutyak et al., 2008)
subtilis
18. Bacillus sp: Amino acids-lipids (Cotter et al. 1990)
Bacillus
licheniformis, i . )
19. ] Lichenysin (Yakimov et al. 1997)
Bacillus
subtilis
Bacillus 2
20. ) _ _ Peptideslipids (Begley et al. 2009) 27 12-20
licheniformis
Bacillus ) . 0.02-
P1.| ) ) Lipopeptides (Mclnerney et al. 1990) 27
licheniformis JF-2 10
. Bacillus ) ) )
2. ) _ Lipopeptides (Horowitz et al. 1990) 27 10
licheniformis 86
Bacillus ] )
23. . Surfactin (Arima et al. 1968) 27-32 23-16
subtilis
Bacillus ) .
24 ] . Surfactin (Morikawa et al. 1982)
pumilus Al
Bacillus sp. .
5. Rhamnolipids (Banat, 1993) 27-29
AB-2
Bacillus sp. o ) )
26. c.14 Hydrocarbon-lipid-protein (Eliseev et al. 2991)
27.| Acinetobacter sp. Phospholipids (Kosaric, 2001)

Acinetobacter

radioresistens

8. ) Vesicles & fimbriae (Choi et al. 1996)
calcoaceticus
Acinetobacter

9. ) Emulsan (Barkay et al. 1999)
calcoaceticus
Acinetobacter .

30. Alasan (Limade et al. 2009)
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Acinetobacter

(Belsky et al. 1979;
Gutnick and
Shabtai, 1987,

calcoaceticus A2

Biodispersion

31.| calcoaceticus Emulsan ]
Zosim et al. 1982;
RAG1
Rosenberg et al. 1979,
1988a,b,1989)
32.| Acinetobacter (Rosenberg and Kaplan,

1987)

33.

Acinetobacter

Radioresistens

Alasan

(Navon-Venezia et al.
1995)

34.

Acinetobacter

calcoaceticus BD4

BD4 emulsan

(Kaplan et al. 1987)

High-molecular-weight

(Calvo et al. 1998;

4l

H13-A

1990)

35.| Antarctobacter glycoproteinwith high y
; ) Gutiérrez et al. 2007b)
Uronic acids
36.| Agrobacterium I )
Ornithine lipids (Besai;and Banat, 1997)
sp.

Arthrobacter ) ] \

37. Lipopeptide (Morikawanet al. 1993) 24 5
MIS 38
38. Trehalose, Sucrose & (Suzuki et al«#1974; Itoh
Arthrobacter sp. o .
Fructose lipid and Suzuki, 1974)

Rhodococcus Trehalose
39. _ ) (Shulga et al.1990) 43 0.7

erythropolis dicorynomycolate
40.| Rhodococcus sp. o (Drouin and Cooper,

Glycolipid 26.8 54
ST-5 1992)
Rhodococcus sp. o (Singer and Finnerty,
. Glycolipid 26.8 54

42.

Rhodococcus sp.
33

Polysaccharide

(Neu et al. 1992)

43

Cyanobacteria

Whole cell

. (Levy et al. 1990)
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o (Cooper and Zajic,
Clostridium o
44, . Neutral lipids 1980)
pasteurianum
Debaryomyces . Carbohydrate-lipid
45. (Nerurkar et al. 2009)
polmorphus complex
Halomonas . Emulsifier HE39 & y
46. (Gutiérrez et al. 2007a)
HE67
. Halomonas Sulfated (Calvo et al. 1998;
' eurihalina heteropolysaccharide Gutiérrez et al. 2007b)
Lactobacillus Diglycosyl ]
48. ) ] (Mulligan et al. 2001)
fermentum Diglyeerides
Leuconostoc i .
49. . Viscosin (Banat et al. 2010)
mesenteriods
L-ornithine lipids,
iso-3 hydroxyfatty (Maneerat et al.
50. Myroids acid 2006,2007; Maneera
and isofatty. and Dikit, 2007)
acid
Rhodotorula Carbohydrate )
o ] ((Oloke and Glick, 2005)
51. glutinis Protein complex
Serratia ) )
Serrawettin (Lai et al«2009) 28-33
52. marcescens
Serratia o
) Rhamnolipids (Jadhav et al. 2011)
53. rubidea

1.6.2 Levadura

También hay reportes de aislamientos de levaduras que® producen un
biotensioactivo/bioemulsificador que muestra un buen indice de emulsifieacion (80
%) con queroseno y petréleo crudo. También se ha demostrado que elimina el
petrdleo crudo (76 %) de contaminantes (Oloke y Glick, 2005). Entre las especies
de levadura Pseudozyma sp., reportado principalmente para la produccion.de
biotensioactivos en comparacion con otras especies (Fig. 1.3). Cooper y Paddock,

(1983) aislaron Torulopis petrophilum para la produccion de soforolipidos.
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Kakugawa et al., (2002) aislaron Kurtzmanomyces sp., I-11 para la produccién de

Lipidos#de mannoseritritol (MEL) y por lo tanto Kurtzmanomyces sp., I-11 es una

nuevd produccion de MEL junto con Ustilago maydis y Schizonella melanogramma.

Fig. 1. 3 Tabla de levaduras productoras de biotensioactivos:

Tension
) o CMC
No. Microorganism’s Biosurfactants References Superficial
(mgi/L)
(mN/m)
Torulopsis o (Cooper and Paddock,
1. ) Sophorolipids
petrophilum 1983)
Torulopsis o
2. ) Sophorolipids (Weber et al. 1992) 30
apicola
Pseudozyma Mannosylerythritol ]
3. & (Morita et al. 2006)
rugulosa lipids
Pseudozyma Mannosylerythritol
4, o o (Rau et al. 2005)
aphidis lipids
. Pseudozyma Monnesylerythritol )
5 ) . o (Kitamoto et al. 1993)
siamensis lipids
Pseudozyma
fusifornata,
Pseudozyma Mannosylerythritol )
6. ) o (Moritaet al. 2007)
parantarctica, lipids
Pseudozyma
tsukubabaensis
Monnosylerythritol
7. Kurtzmanomyces sp. lioid (Kakugawa et al. 2002)
ipids
Kurtzmanomyces sp. Mannosylerythritol
8. o (Kakugawa et al. 2002)
1-11 lipids
9 Debaryomyces Carbohydrate protein (Singh and Desali,
' polymorphus lipid complex 1989)
Saccharomyces _
10. o Mannanoprotein (Cameron et al. 1988)
cerevisiae
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1.6.3 Hongos

Existen estudios en los cuales diferentes especies de hongos han sido
reportadas por autores para la produccion de tensioactivos de diferentes fuentes.
Candida“sp., es la especie de hongos mas comunmente disponible reportada de
diferentes fuentes para la produccion de tensioactivos en comparacion con otras
especies de hongos (Fig. 1.4). Casas y Garcia-Ochoa, (1999) informaron de la
Candida bombicola’para la produccion de soforolipidos. Yarrowia lipolytica es uno
de los hongos bienyinformados para la produccion de proteina de carbohidratos
lipidos basados en¥ bieemulsificadores. Este bioemulsificador basado en
polisacaridos puede aumentar, la hidrofobicidad de las células durante la fase de
crecimiento. Zinjarde y Pantg(2002) demostraron que la produccion extracelular de
bioemulsificador tiene lugar cgando la célula entra en fase estacionaria. Se ha
demostrado que Yarrowia lipolytiCa NCIM 3589 aislado del entorno marino produce
una pared celular emulsionante quée_essun complejo de proteina de carbohidratos
lipidicos en presencia de aleanos o petréleo crudo. 'Yansan', es otro tipo de
bioemulsificador producido a parti~de la_cepa salvaje brasilefia de Yarrowia

lipolytica, IMUFRJ 50682 en el medig de fermentacion suplementado con glucosa.

Fig. 1. 4 Tabla de hongos preductores de_biotensioactivo:

Tension
) o CMC
No. Microorganism’s Biosurfactants References Superficial
(mg/L)
(mN/m)
Apiotrichum
1 o TEMOS16 (Yalgin et al., 2018) 35.3
loubieri
) Candida Mannosylerthritol (Kitamoto et »
antarctica Lipid al. 1992)
Candida o
3. ] Sophorous lipids (Gobbert et al. 1984)
bombicola
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Candida ) (Fiechter and
o Mannan-fatty acid ]
4, tropicalis Kaeppeli,1976)
Candida o )
5. ] . Sophorous lipid . (Lesik et al. 1989)
lipolytica Y-917
6 Candida utilis NDa (Shepherd et al. 1995)
. . (Amezcua-Vega et al.
Candida_ingens Fatty acids
7. 2007)
Candida Carbohydrate-
8 lipolytica proteinlipid (Sarubbo et al. 2007)
' UCP0988 complex
Candida
bombicola,
Candida apicola,
Candida antartica, \
9. ] . Sopharolipids (Felse et al. 2007)
Candida botistae,
Candida stellata,
Candida
bogoriensis
Candida ] (Cirigliano and
10. o Liposan
tropicalis Carman,1984)
(Casas and Garcia-
11. Candida bombicola Sophorolipids Ochoa, 1999;Cavalero
and Cooper, 2003)
Candida (torulopsis) o
12. ) Sophorolipids (Hommel et al. 1994) 33
apicola
Candida
) Sophorolipids (Tulloch et al. 1968)
13. bogorienses
Candida Carbohydrate protein ) )
) ) o Singh and Desai, 1989)
14. lipolytica IA 1055 lipid complex
Candida Carbohydrate protein ) )
o o Singh and Desai, 1989)
15. tropicalis lipid complex
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Candida Carbohydrate protein (Cirigliano and
16: lipolytica ATCC complex Carman,1984, 1985)
Corynebacterium Protein-lipid .
17. (Zajic et al. 1977)
hydrocarbolastus Carbohydrate
Corynebacterium o ]
18. Y - Phospholipids (Akit et al. 1981)
insidigsum
Corynebagcterium .
Fatty acids (Cooper et al. 1979) 30 150
19. lepus
Penicillium ) o
20. Polyketide derivative (Gao et al. 2011)
chrysogenum
Penicillium . o
21. Monoketide derivative (Gao et al. 2011)
Chrysogenum
Penicillium ) ) _
22. o Spiculesporic acid (Ban and Sato, 1993)
Spiculisporum
Yarrowia _
) _ Carbohydratesprotein
23. lipolytica (Amaral et al. 2006)
Complex
IMUFRJ 50682
Yarrowia
24, ] . TEMGS33 (Yalgin et al., 2018) 34.7
lipolytica
Yarrowia
25. _ , §]:]6; (Fontes et al., 2010) 22
lipolytica
Yarrowia _
) _ Carbohydrate protein o
26. lipolytica NCIM o (Zinjarde et al., 1997)
lipid complex
3589
. Yarrowia o
] . ) - (Zinjarde and Pant;
27. lipolytica NCIM Bioemulsifier
2002)
3589
Yarrowia lipolytica (Amaral et al. 2006;
Yansan )
28. IMUFRJ 50682 Trindade et al. 2008)
(Teichmann et al.
29. Ustilago maydis Cellobiose lipids 2007b) 30 20
) glucose, lipid and ]
30. Strain MM1 (Passeri et al. 1992)

hydroxydecanoic acids
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Nocardia o
31. ) Neutral lipids Macdonald et al. 1981) 32
erythropolis
Ochrobactrum ) (Wasko and Bratt,
32. Protein
anthropii 1990)
RPhaffta Carbohydrates-lipid )
33. (Lesik et al. 1991)
rhodozyma complex
Torulopsis o
34. i Sophorose lipids (Ito and Inoue, 1982) 25-35 60-82
bombicola
Aspergillus Chromone .
35. ) o (Lin et al. 2003)
versicolor Derivative
Emericella ) .
) Depside (Nielsen et al. 1999)
36. unguis
Microsphaeropsis Eremophilane
37. o (Holler et al. 1999)
sp. Derivative
Trichosporon o )
38. ) glycelipid (Monteiro et al., 2009) 449
montevideense

1.7 Clasificacion del biotensioactivo basado en la naturaleza quimica

Los biotensioactivos se clasifican/principalmente en funcién de su estructura y
fuentes compuestas. La parte superior. hidrofilica suele ser un aminoacido, un
péptido, un mono, di o polisacarido. El extremo hidrofobo es habitualmente un &cido

graso saturado, insaturado, lineal, ramificado o hidroxilado.

1.7.1 Glicolipidos

Este es el biotensioactivo mas comun y facilmente disponible y estos son los
carbohidratos con la combinacion de acido alifatico de cadena larga o &cido
hidroxialifatico. La conexion es por medio de cualquiera de los grupos-éter o éster.
Rhamnolipidos, trihalolipidos y sorpholipidos son los mejores bigtensioactivos
conocidos entre los glicolipidos. Los glicolipidos mejor estudiadog son los
rhamnolipidos sintetizado por Pseudomonas sp., (Jarvis et al., 1949), lipidos de
mannoseritritol sintetizados por Pseudozyma Antarctica (Kitamoto et al., 1990Q),
lipidos de trehalosa sintetizados por Rhodococcus sp., Nocardia sp., Arthrobacter

sp., Y Mycobacterium sp., (Lang y Wagner, 1987). Cellobiolipidos sintetizado por
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Ustilago maydis (Teichmann et al., 2007b) y soforolipidos sintetizados por Candida
sp.i(Coeoper y Paddock, 1984).

1.7.2 Lipopeptidos y lipoproteinas

Una granfeantidad de lipopéptidos ciclicos, incluidos los antibiéticos decapeptide
y antibioticos “lipepéptidos se producen. Estos contienen un lipido unido a una
cadena polipeptidiea. Lipopéptido llamado surfactina que es producida por Bacillus
sp., que contiene siete.aminoacidos unidos a un carboxilo y grupo hidroxilo de 14
atomos de carbono. Unasearacteristica importante de la surfactina es su capacidad
de lisar eritrocitos de mamiferas y para formar esferoplastos (Bernheimer y Avigad,
1970). Las moléculas en esta clase de biotensioactivos en general consisten en
péptidos ciclicos unidos a un €uerpo graso acido. Se sabe que varias bacterias
producen esas moléculas similares.a los antibioticos, entre ellas Bacillus subtilis,
que produce surfactina, subtilisina. Lipide-péptido y lichenisina Bacillus licheniformis
y Bacillus subtilis (Yakimov et7al., 1997; Begley et al., 2009). Viscosina sintetizado
por Pseudomonas fluorescens#(Banat et ak, 2010), Serrawettin sintetizado por
Serratia marcescens (Lai et al.,".2009). Fengycin sintetizada por Bacillus sp.,
(Vanittanakom et al. 1986), Arthrofactima.sintetizada por Arthrobacter sp., (Morikawa
et al., 1993), Gramicidinas sintetizado“per,Bacillus/brevis, Brevibacterium brevis
(Krauss y Chan, 1983), Polimixinas . sintetizade’ ,por Bacillus polymyxa,
Brevibacterium polymyxa (Suzuki et al., 1965), lipidos @€ ornitina sintetizados por
Myroides sp., Pseudomonas sp., Thiobacillus spC,\/} Agrobacterium sp.,
Gluconobacter sp., (Desai y Banat, 1997).

1.7.3 Acidos grasos, fosfolipidos y lipidos neutros

Muchas bacterias y levaduras sintetizan grandes cantidades de acidos grasos y
tensioactivos fosfolipidos durante su crecimiento en n-alcanos (Ciriglianoegy Carman,
1985). El balance hidrofilico y lipofilico (HLB) es directamente proporciénal a la
longitud de la cadena de hidrocarburos en sus estructuras. Varios hongos, levaduras
y bacterias, que pueden crecer en sustratos hidrofébicas como alcanos, secretan
grandes cantidades de fosfolipidos, acidos grasos o lipidos neutros para facilitar la

absorcion de la fuente de carbono. Algunos ejemplos son Nocardia erythropolis,
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Thiobacillus thiooxidans, Candida lepus, Acinetobacter sp., Pseudomonas sp.,
Microceccus sp., Mycococcus sp., Candida sp., Penicillium sp., y Aspergillus sp.,
(Kappeliy Einnerty, 1979). En Acinetobacter sp., se sintetizan vesiculas ricas en
fosfatidiletanolamina (Kappeli y Finnerty, 1979) que forman microemulsiones
Opticamente/claras de alcanos en agua. Sal biliar sintetizada por Myroides sp.,
(Desai y Banaty, 1997), fosfatidiletanolamina sintetizada por Rhodococcus
erythropolis, crecida en n-alcano reduce la tension interfacial entre el hexadecano y
el agua a menos desL mN/m y una concentracion critica de micelas (CMC) de 30
mg/L (Kretschmer et al?,4982).

1.7.4 Biotensioactivos poliméricos

Los biotensioactivos poliméricos mejor estudiados son alasan, liposan,
lipomanan emulsan y algunos® otkgs complejos de proteina-polisacarido. En
Acinetobacter calcoaceticus RAG-1sinfetiza un bioemulsificador heteropolisacarido
polianidnico potente anfipaticeextracelular.(Rosenberg et al., 1979). El emulsan es
un agente emulsionante efective’ para hidrocarburos en agua (Zosim et al., 1982),
incluso a una concentracion tan"baja como _0:001 a 0.01 %. El liposan es un
emulsionante extracelular soluble en agua sintetizado por Candida lipolytica que se
compone de 83 % de carbohidratos y 17 96\de proteina, un complejo carbohidrato-
proteina sintetizado por la levadura Yarrowia lipolytica Otro ejemplo es la proteina
lipida Mannan sintetizada por Candida tropicalis, Preteina PA sintetizado por
Pseudomonas aeruginosa (Cirigliano y Carman, 1984):/Los biotensioactivos
poliméricos se compilan a partir de varios componentes. Emulsan y biodispersan
sintetizados por Acinetobacter calcoaceticus, es el mas estudiado )que consiste en
un heteropolisacérido columna vertebral a la que los &cidos grasos estan unidos

covalentemente (Rosenberg et al., 1988).

1.7.5 Biotensioactivos particulados
Las vesiculas de membrana extracelular separan los hidrocarburos de’ una
microemulsion, que juega un papel muy importante en la absorcion de alcanos por

las células microbianas. Vesiculas de Acinetobacter sp., teniendo un diametro de
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20-50_.nm y una densidad de flotacion de 1.158 cubicos g/cm, consta de proteinas,
fosfolipidos y lipopolisacaridos (Kappeli y Finnerty, 1979).

1.8 Aplicagion de biotensioactivos

Se ha prestado mucha atencion a los biotensioactivos debido a su amplio rango
de propiedades funcionales y diversas capacidades sintéticas de microorganismos
(Singh et al., 2007). Lo mas significativo es su aceptabilidad ambiental, como son
facilmente biodegradables y tienen baja toxicidad que los tensioactivos sintéticos.
Estos los biotensioactives, de naturaleza Gnica permiten su utilizacion y posible
sustitucion de productos quimicos tensioactivos sintetizados en un gran nimero de
operaciones industriales. La’mayoria de los biotensioactivos tienen aplicaciones
potenciales en productos farmacéuticos/medicinales, alimentos, cosméticos,

pesticidas, industrias de biodegradacion y aceites (Fiechter, 1992).

1.8.1 Biotensioactivos en ladndustria alimenticia

Los biotensioactivos también.tienen/ varias aplicaciones en las industrias
alimentarias como aditivos. Lecitina.y sus derivados, ésteres de acidos grasos que
contienen glicerol, sorbitol o etilenglicol y. etiloXilados derivados de monoglicéridos
que incluyen un oligopéptidos sintetizades\recientemente se utilizan ahora como
emulsionantes en las industrias alimentarias (Besson y Michel, 1992). Otras
aplicaciones de biotensioactivos se encuentran en productoes de panaderia y carne
donde influyen en la reologia caracteristicas de la harin@\o la emulsificacion de
tejidos grasos parcialmente rotos (Fiechter, 1992). Busscher et al., (1996)
encontraron que los biotensioactivos producidos por el" diario termofilo
Streptococcus sp., podria usarse para controlar el incrustamiento de las placas del
intercambiador de calor en los pasteurizadores, ya que retardan la colenizacion de

Streptococcus thermophillus responsable del ensuciamiento.

1.8.2 Biotensioactivos en farmacia
Kakugawa et al.,, (2002) y Mukherjee et al.,, (2006) demostraron que leS
biotensioactivos podrian tener una amplia gama de aplicaciones en campos

farmacéuticos tales como la administracion de genes, agentes para insuficiencia
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respiratoria, adyuvantes inmunolégicos, agentes antiadhesivos en cirugia, inhibicion
de la adhesion de organismos patdgenos a superficies sdlidas, recuperacion de
productos intracelulares, actividad antimicrobiana, actividad antiviral, actividad

anticancerosa y agentes para la estimulacion.

1.8.2.1 Agentes para insuficiencia respiratoria

Una deficienCia®de tensioactivo pulmonar que es un complejo de proteinas
fosfolipidos es respansable de la fallacion de la piel del metabolismo de fibroblastos
de la respiracion en bebes-nacidos prematuramente. El aislamiento de los genes de
las moléculas de proteinas de este tensioactivo y la clonacién en bacterias ha hecho
posible su produccién fermentativa para aplicaciones médicas (Gautam y Tyagi,
2005).

1.8.2.2 Adyuvantes inmunoldgicos

Los lipopéptidos bacterianeS/constituyen.potentes adyuvantes inmunolégicos no
toxicos y no pirogénicos cuando.se-mezclas con antigenos convencionales. Una
marcada mejora de la inmunidad._humoral”se¢obtuvo como respuesta con los
antigenos de baja masa molecular ltarin AL, herbicolina A y microcistina (MLR)
acoplada a poli-L-lisina (MLR-PLL) encenejos y en pollos por (Rodrigues et al.,
2006).

1.8.2.3 Agentes antiadhesivos en cirugia

Pretratamiento de caucho de silicona con tensioactivo, producido por
Streptococcus thermophilus inhibié en un 85 % la adhesion de"Candida albicans
(Busscher et al., 1997) mientras que los tensioactivos obtenido de lLactobacillus
fermentum y Lactobacillus acidophilus adsorbido sobre vidrio, redujo enun 77 % el
namero de ceélulas uropatogénicas adheridas de Enterococcus faecalis. El
biotensioactivo obtenido de Lactobacillus fermentum inhibié la infeccién por
Staphylococcus aureus y se adhirié a los implantes quirdrgicos (Gan et al., 2002).
La surfactina disminuy¢ la cantidad de biopelicula formada por Salmonella
typhimurium, Salmonella enterica, Escherichia coli y Proteus mirabilis en placas de

policloruro de vinilo y catéteres vinil uretrales (Mireles et al., 2001).
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1.8.2.4 Actividad antimicrobiana

Das~et al., (2009) han informado de biotensioactivo producido por Bacillus
circulans/marinas que tenian una potente actividad antimicrobiana contra gram-
positivo,” gram-negativo patogénico y semipatogénico, cepas microbianas
incluyendo (cepas MDR. Fernandes et al., (2007) investigaron la actividad
antimicrobiana de, biotensioactivos de Bacillus subtillis R14 contra 29 cepas
bacterianas. Sus_resultados demostraron que los lipopéptidos tienen un amplio
espectro de accion, inCluida la actividad antimicrobiana contra microorganismos con

perfiles resistentes a multiples farmacos Fernandes et al., (2007).

1.8.2.5 Inhibicién de la adhesion de organismos patdgenos a superficies
solidas

Se ha encontrado que los biotensioactivos inhiben la adhesién de organismos
patégenos a superficies solidas o a Sitios de infeccion (Das et al., 2009) por lo tanto,
la adhesion previa de biotensioactivos a_superficies solidas podria constituir un
medio nuevo y eficaz de combatirda-colonizacion por microorganismos patdogenos
(Rivardo et al., 2009). El pre-recubrimientos«de catéteres uretrales de vinilo
ejecutando en la solucion de surfactina a.través de ellos antes de la inoculacién con
los medios de comunicacion resulté~en\una disminucién en la cantidad de
biopelicula formado por Salmonella typhimurium, Salmonella enterica, Escherichia
coli y Proteus mirabilis (Rodrigues et al., 2004) Ademas, Rodrigues et al., (2004)
demostraron que los biotensioactivos redujeron en gran.medida los nameros
microbianos en las prétesis y también indujo la disminucion desesistencia al flujo de

aire que ocurre en las protesis de voz después de la formacién de la biopelicula.

1.8.2.6 Recuperacion de productos intracelulares

Los tensioactivos también se han usado para lisar las células después de la
fermentacion como parte del protocolo para recuperacion de productos
intracelulares. Se usaron soluciones de micelas inversas para permeabilizacion-de

Escherichia coli para facilitar la extraccion de penicilina acilasa (Singh et al., 2007).
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1.8.2.7 Actividad antiviral

Efectos de los antibiéticos y el crecimiento de inhibicion del virus de
inmunodeficiencia humana en leucocitos por los biotensioactivos han sido citados
en la literatura (Desai y Banat, 1997; Muthusamy et al., 2008). Ademas, Muthusamy
et al., (2008)informaron que, debido a la mayor incidencia de VIH en mujeres, surgio
la necesidad “de~un tdpico vaginal controlado, eficaz y seguro para mujeres.
Tensioactivos microbicidas de soforolipidos de Candida bombicola y sus analogos
estructurales como€l_ éster etilico de diacetato de soforolipido es el agente
espermicida y virucidarmés potente, también se informé que esta sustancia tiene

una actividad virucida similar a.la del nonoxinol 9 contra el semen humano.

1.8.2.8 Actividad contra el cancer

Las actividades biolégicas de Siete glicolipidos extracelulares microbianos, junto
con lipidos de mannosylerythritol-A, _lipidos de mannoseritritol-B, rhamnolipido,
lipido de poliol, soforosa lipides,etc. han sido estudiados. Todos estos glucolipidos,
a excepcion del rhamnolipido, pudieron inducir diferenciacion celular en lugar de
proliferacion celular en la linea cé€lular de leucemia promielocitica humana HL60.
Esta es la primera evidencia de que..el retarda crecimiento, de apoptosis y
diferenciacion de las células de melanomas'malignas que pueden ser inducidas por
glicolipidos (Zhao, 1999 y Kitamoto et al., 1993).

1.8.2.8 Agentes para la estimulacién del metabolismo de\los fibroblastos de la
piel

El uso de soforolipidos en forma de lactona comprende una gran)parte de diacetil
lactonas como agentes para estimular el metabolismo de las células defibroblastos
dérmicos de la piel y principalmente, como agentes para la estimulacion de
neosintesis de colageno, a una concentracion de 0.01 ppm al 5 % (p/p)«deymateria
seca en la formulacién. Esto se puede aplicar en cosmetologia y también en
dermatologia. La lactona purificada soforolipido producto es de importancia-en-la
formulacion de los productos de antienduccion de la dermis debido a su efecto en
la estimulacion de las células de la dermis. Al fomentar la produccién de nuevas

fibras de colageno, los soforolipidos de lactona purificada pueden usarse tanto como
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medida preventiva contra el envejecimiento de la piel y se usa en cremas para el
cuerposy en las leches corporales, lociones y geles que se usan para piel (Borzeix
y Frederique, 2003).

1.8.3 Biotensioactivos en industrias de pesticidas

Los tensioactivos son necesarios como adyuvante con fungicidas, insecticidas y
herbicidas. El tensioactivo sintético utilizado actualmente en las industrias de
pesticidas actia come emulsionante, dispersante y agente humectante y mejorar la
eficiencia de los pesticidas, Ademas, estos tensioactivos se usan como insecticidas
en la agricultura moderna ya que estos tienen propiedades defensivas (Rostas et
al., 2009). Diferentes tipos de'tensioactivos como anidnico, catidnico, anfétero y no
iGnico son actualmente utilizados en varias industrias de fabricacion de plaguicidas
(Mulqueen, 2003). Hay un informe sobre bacterias que pertenecen a Pseudomonas
sp., y Burkholderia sp., del arrozal para‘degradar tensioactivos sintéticos (Nishio et
al., 2002). Productos importantes para la agricultura como pesticidas formados con
la ayuda del biotensioactivo pueden.ser ampliamente utilizada en campos agricolas.
La necesidad de industrias agroguimicas es’desarrollar tecnologia de formulacion
efectiva y lograr este objetivo; muchas. empresas pueden emplear mezclas de
biotensioactivos en diferentes combinaciones "con los polimeros para hacer

excelentes formulaciones para aplicaciones agricolas.

1.8.4 Biotensioactivos en la industria de cosméticos

Una amplia area de aplicacién potencial es la industria gosmética donde las
sustancias activas de superficie son encontrados en productes de uso diario
(Fiechter, 1992). Muchas propiedades biotensioactivas como emulsificacion,
desemulsificacion, formacion de espuma, capacidad de union de agua;\difusion y
humectacion efecto de propiedades sobre la viscosidad en la consistencia del
producto, puede ser utilizado de manera eficiente por el cosmético industria.
Productos cosméticos que usan tensioactivos, incluidos productos para el\bafio,
almohadillas para el acné, anticaspa productos, solucion para lentes de contacto,
coloraciéon y productos para el cuidado, desodorantes, cuidado de uias, accesorios

para masajes del cuerpo, lapices labiales, creadores de labios, sombras para ojos,
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jabon, pasta y esmaltes para dientes, dentadura postiza limpiadores, adhesivos,
antitrapspirantes, productos para bebés, cuidado de los pies, mousses, antisépticos,
champus, acondicionadores, afeitado y productos depilatorios, humectantes,
productos de salud y productos de belleza, cremas, lociones, liquidos, pastas,
polvos, barras) geles, peliculas, aerosoles podrian ser utilizados y puede ser
reemplazado porhiotensioactivos (Ueno et al., 2007; Villeneuve, 2007; Youssef et
al.,, 2007). Agentes tensioactivos como emulsionantes, agentes espumantes,
solubilizantes, agentes. humectantes, limpiadores, antimicrobianos agentes, son
mediadores de la acCion enzimatica en diversas formas de dosificacion. El
monoglicérido, uno de los tensioactivos ampliamente utilizados en la industria
cosmética se ha informado gue, ser producido a partir de sebo de glicerol con un
rendimiento del 90 % mediante el tratamiento con lipasa de Pseudomonas

fluorescens (McNeill y Yamane, 1991).

1.8.5 Biotensioactivo en agentes terapéuticos

Los rhamnolipidos producidos-por Pseudomonas aeruginosa, lipopéptidos
producidos por Bacillus subtilis “(Sandrin “etsal., 1990), Bacillus licheniformes
(Yakimov et al., 1995) y mannoseritritel de Candida antarctica (Singh y Desai, 1989)
han mostrado actividades antimicrobianas, La surfactina, uno de los primeros
biotensioactivos conocidos, tiene varias .aplicaciones_farmacolégicas, como la
inhibicién de la formacion de coagulos de fibrina y formacCion de canales ionicos en
membranas lipidicas (Sheppard et al., 1991; Thimon et al(,1995) describieron otro
biotensioactivo antifingico, Iturin, un lipopéptido producido porBacillus subtilis que

afecta la morfologia y la estructura de la membrana de las células, de levadura.

1.8.6 Biotensioactivos en procesos de biodegradacion

La aplicacion mas significativa de biotensioactivos se estudio en
biorremediacioén, por ejemplo, en eliminar metales pesados (Frazetti et al.;»2009;
Asci et al., 2010) e hidrocarburos de sitios contaminados (Kosaric et al., 1987). L.os
biotensioactivos pueden mejorar la biorremediacion de hidrocarburos por des
mecanismos. En primer lugar, al aumentar la biodisponibilidad del sustrato para los

microorganismos, mientras el otro implica la interaccion con la superficie celular que
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aumenta la hidrofobicidad de la superficie que permite que los sustratos hidrofébicos
se asaeien mas facilmente con las células bacterianas (Mulligan y Gibbs, 2004). Al
reducir las tensiones superficiales e interfaciales, los biotensioactivos aumentan
superficies/de compuestos insolubles que conducen a una mayor movilidad y
biodisponibilidad de hidrocarburos. La capacidad de los biotensioactivos y
biotensioactivos gue producen cepas bacterianas para mejorar la disponibilidad de
contaminantes organicos y las tasas de biodegradacion fue informado por muchos
autores (Rahman “et” al., 2003; Inakollu et al., 2004). Obayori et al., 2009,
investigaron las propiedades biodegradativas del biotensioactivo producido por
Pseudomonas sp. Kang et al.,, 2010 usaron soforolipidos en estudios sobre
biodegradacion de hidrocarburos alifaticos y aroméaticos en condiciones de
laboratorio. La adicibn de €ste biotensioactivo al suelo también aumenta
biodegradacion de hidrocarburos’prebados con una tasa de degradacion que varia
entre 85 % y 97 % de la cantidad total de hidrocarburos. Sus resultados indicaron
que el soforolipido puede tenet/potencial para facilitar la biorremediacion de sitios
contaminados con hidrocarburos‘que-tienen solubilidad limitada en agua y aumento
de la biodisponibilidad de los consorcios micrgbianos para la biodegradacion. La
utilidad de las cepas productoras de biétensioactivos en la biorremediacion de sitios
altamente contaminados con los hidrocarburos,s crudos de petroleo fueron

confirmados por Das y Mukherjee (2007) y.Elsheshtawy et al., 2013.

1.8.7 Biotensioactivos en la industria petrolera

La extraccion del petréleo de los yacimientos es muy poco eféctiva. La existencia
del petrdleo residual en los yacimientos se debe a los mismos factores que hacen
que la remediacion de los sitios contaminados sea dificil, aunque en estos casos, la
principal dificultad se debe a la alta adherencia de los hidrocarburos a lasi\moléculas
porosas del suelo: arcillas, rocas, arena, etc. y a la viscosidad del fluido (Sen, 2008).
El agregado de tensioactivos forma parte del arsenal de herramientas con_las que
se intenta mejorar la extraccion del crudo atrapado en los yacimientos.

La produccion de biotensioactivos para la recuperacion asistida de petr6leo
puede hacerse ex situ o in situ. En el primer caso, una vez producido, el compuesto

debe ser purificado y/o concentrado e inyectado en el yacimiento (Kosaric, 1992).
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Una alternativa interesante es la produccion in situ. Para ello se utilizarian técnicas
de estimulacion, o sea, agregando nutrientes especificos con el fin de estimular el
desarrollo de la microflora nativa capaz de sintetizar tensioactivos, o de
aumentacion (incorporacion del microorganismo seleccionado). No sdélo hay que
asegurarse de)no introducir organismos perjudiciales, sino que ademas hay que
tener en cuenta que las condiciones dentro del yacimiento difieren
significativamentede las condiciones O6ptimas de cultivo y produccion de
biotensioactivos, pordo.que la cepa a incorporar debe ser analizada en cuanto a su
resistencia a temperattras mayores de 85°C, alta salinidad, pH extremo, metales

pesados y, sobre todo, la baja aerobiosis (Sen, 2008).

1.8.7.1 Biotensioactivos en larecuperacion mejorada del petroleo

Los biotensioactivos se utilizan pata mejorar la recuperacion de petrdleo debido
al uso potencial en la industria petrolera,con pureza y especificacion minimas para
que se pueda usar caldo desCélulas enteras. Estan involucrados en un nimero
infinito de diferentes procesos .ndustriales y fendmenos fisicoquimicos que
aumentan la movilidad, la solubilidad, lubricacion; eliminacion de suciedad o fregado
(Peietal., 2009; Lai et al., 2009). Makkar.y Cameotra, (1997) observaron una buena
recuperacion de aceite en paquete de arenas utilizando cepas de Bacillus subtilis a

45°C, utilizaron melaza como fuente barata de aditivo.nutritivo

1.9 Tensién superficial

La tension interfacial es una de las propiedades termofisiCas, de fluidos que
determinan el comportamiento de la interfaz entre dos liquidos inmiscibles, esto se
debe a la diferencia en la naturaleza quimica de las interacciones intermoleculares
de cada fluido (Kalantary-Meybodi et al., 2016), para disminuir la tensiéminterfacial,
los tensioactivos actian como un puente formando una tercera” fase de
microemulsion que favorece la interaccion entre la fase acuosa Yy _Jla del
contaminante (Ayirala y Rao, 2006). La tensién superficial (tension presente.en-la
interfase liquido-aire), los tensioactivos la disminuyen debido a que interfieren enva
formacion de puentes de hidrogeno y otras fuerzas involucradas en la adhesion

entre moléculas (Raiger y Lopez, 2009), lo que incrementard la solubilidad (Fig. 1.5)
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(Banat et al., 2000). Los tensioactivos se disuelven en el agua como mondémeros,
se adsoerben en las interfases y se incorporan con otras moléculas de tensioactivos
como‘parte de una micela, las micelas consisten en 2-100 monémeros (Riojas et
al., 2011).

=
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% F micela
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| solubilkdad
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d \\.-__ tension superficial
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3 tension interfacial
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]
[ Concentracion de swrfactants
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Fig. 1. 5 Diagrama esquematico.de la variacion de la tension superficial, interfacial
y la solubilidad del contaminante con la concentracion del tensioactivo (Mulligan
et al., 2001)

1.10 Concentracion micelar criticay(€MC)

La concentracion de tensioactivos .ep~la que se alcanza la minima tension
superficial es denominada concentracion micelar critica (CMC); es también la
concentracion de tensioactivos per-debajo_de la cual las micelas se forman
espontaneamente. La CMC es un parametro caracteristico para cada tensioactivo.
Para valores inferiores a esta concentracion, todo_el tensioactivo presente en
solucién se encuentra en forma de mondmeros ubicados_en la interface agua-aire,
mientras que, a valores mas altos, algunas moléculas de‘tensioactivo se encuentran

en forma micelar (Fig. 1.6) (Jiménez et al., 2010).

Estructura E structusa

hidrafila I hidrofeba
Interfase s
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log (CMC)

-4.8 -4 .6 -4.4 -4.2 -4 -3.8 -3.6 -3.4 -3.2
log C

Fig. 1. 6 Representacion esquematica en el arreglo de las moléculas de tensoactivo
alrededor de la concentracién micelar critica (CMC) (Jiménez et al., 2010).
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La, CMC captura mucha de la actividad superficial de la molécula. Las
contribuciones del tamafio de la parte hidrofébica (cola) e hidrofilica (cabeza) del
tensioactivo,influyen en dicho parametro. Ambas contribuciones contrarrestan una
a la otra, esto es, se tiene una CMC baja cuando es mayor la contribucién de la
parte hidrofghica. En cambio, se alcanza una CMC alta cuando esa situacion se
presenta para‘la parte hidrofilica (Huibers et al., 1997).

1.11 Mojabilidad

La mojabilidad describe la preferencia de un sdélido estar en contacto con un
fluido en lugar de otro. ‘Aunque el término "preferencia" puede parecer extrafo
cuando se describe un objeto inanimado, describe acertadamente el equilibrio de
superficie y fuerzas interfaciales. Una gota de un preferencial fluido mojante
desplazara a otro fluido; en el extremo se extendera por toda la superficie. Por el
contrario, si se deja caer un fluido enuna superficie ya cubierta por el fluido mojado,
se redondeard, minimizando s¢ contacto con.el solido. Sila condicién no es enérgica
ni fuertemente mojada al aceiteselsaldo de_fuerzas en el sistema de aceite / agua
/ solido dardn como resultado un_angulo d€ _gontacto, 0, entre los fluidos en la
superficie sdlida.

En una forma homogénea, el mategial, porosossaturado con aceite y agua,
“fuertemente mojado con agua "describe un miembre.final de un sustrato en el que
la superficie prefiere fuertemente el contacto con#€l) agua. Una superficie
fuertemente mojada de aceite prefiere el contacto con el acgite (Fig. 1.7). Los grados
de mojabilidad se aplican a lo largo del sustrato, y si els6lido no tiene una
preferencia marcada por un fluido sobre el otro, su condi¢ioh se denomina

mojabilidad intermedia o mojabilidad neutra.

L
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6-Ir T = Yom + Yoo 05 B 8- 180°

A
(‘)

Fig. 1. 7 Diagrama del angulo de contacto
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Una gota de aceite (verde) rodeada de agua (azul) en una superficie mojada con
agua (izquierda) forma una esfera. El angulo de contacto 6 es aproximadamente
cero. Enjuna superficie mojada con aceite (derecha), la gota se extiende, dando
como reSultado un angulo de contacto de aproximadamente 180°. Una superficie
con mojailidad)intermedia (centro) también forma un corddn, pero el angulo de
contacto proviene-de un balance de fuerza entre los términos de tensién interfacial,
que son yso Yy sw para los términos superficie-aceite y superficie-agua,
respectivamente, y yoew.para el término aceite-agua.

Las rocas del embalsesson estructuras complejas, a menudo que comprende una
variedad de tipos de minerales, Cada mineral puede tener una mojabilidad diferente,
haciendo el caracter mojante de la roca compuesta dificil de describir. Por lo
general, la constitucion primari@ (de los depdsitos) cuarzo, carbonato y dolomita: se
mojan con agua antes de la migracion del aceite. Esto trae una complejidad
adicional: el historial de saturacion del material puede influir mojar la superficie, de
modo que las superficies de los’poros que tenian el petréleo al que se ha contactado
previamente puede estar mojade _en-aceite, pero aquellos que nunca se contactan
con el petroleo pueden ser mojados_por agud.

Otra distincion importante es que un@_superfi€ie preferentemente mojada de agua
puede estar en contacto con petréleo 0°gas. La mojabilidad no describe el estado
de saturacion: describe la preferencia del sélido porumojar un cierto fluido, dada la
presencia de ese fluido mojado. Por lo tanto, una roca mojada con agua puede ser
limpiada, secada y completamente saturada con un alCano, mientras que las

superficies en los poros permanecen mojadas por agua. (Abdallah et al 1986).

1.12 Emulsificacion de aceite en yacimiento

A nivel de yacimiento el aceite se encuentra en interaccion eon el agua
subterranea, cuando se extrae el aceite crudo, este se encuentra emulsionado con
agua en el subsuelo también llamado agua congénita. Dicha emulsificacion_se cree
que facilita el desprendimiento del aceite de | roca, e incrementa su recuperacién,
sin embargo, la posterior separacion de las emulsificacion es necesaria y representa

altos costos a la industria petrolera (Tital Oil Recovery, 2010-2012).
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Los agentes emulsionantes son numerosos y pueden ser tensioactivos naturales

como _asfaltenos, resinas, acidos naftenicos, acidos carboxilicos entre otros
componentes naturales del petroleo. Algunos quimicos algunos quimicos afiadidos
como tensioactivos y humectante, también pueden favorecer la emulsion.tambien
las particulaS\solidas finalmente divididas como arcillas o particulas de lodos de
perforacidén pueden formar emulsiones muy estables (Nazar et al., 2011).
Una propiedadimportante es el tamafio de la gota, gotas menores de 10 um
producen emulsiones .mas estables, la realacion de volumen de fases es
determinante, pues al disminuir el volumen de la fase dispersa disminuye el numero
de gotas, el area interfacial y, la probabilidad de colision de gotas, dando como
resultado una mayor estabilidad.en las emulsiones (Marfisi y Salager., 2004).

Existen otras propiedades que’reducen la estabilidad de la emulsion, como son
el pH y la salinidad del agua congénita que alteran radicalmente la formacién de
peliculas tensioactivas naturales comoylos asfaltenos. Ademas, el tipo de aceite
determina la formacion de emdlsiones, los.crudos base parafinicas usualmente no
general emulsiones estables, mientras que.os crudos naftenicos y aquellos que
contienen ceras, resinas asfaltenos ¥ otros#solidos favorecen la capacidad de la
emulsion. En otras palabras el tiposde, crudo determina la cantidad y tipo de
emulsionantes naturales (Langevit et al.; 2004).

La temperatura es un factor muy complejo que afiade energia a las emulsiones
proporcionando estabilidad, pero también disminuye la-adsorcion de tensioactivos
naturales en las gotas dispersas y disminuye la viscosidad\de la fase dispersante
reduciendo la estabilidad de la emulsion (Marfisi y Salager., 2004),

1.12.1 Estabilidad de emulsiones de aceite y agua

Algunas propiedades de las particulas de las particulas como la hidrefobicidad,
la forma y tamafio tienen efecto en la estabilidad de la emulsion. Elyangulo de
contacto de la particula a la superficie de la gota es otra caracteristica importante y
definida por la hidrofobicidad de la particula. Si el angulo de contacto de la particula
con la interface es alto, la particula sera mas mojable por la gota y por lo tanto no
prevendra la coalesencia de las gotas, cuando el angulo de contacto es cercano a

90°, es decir las particulas son parcialmente hidrofébicas, estabilizan eficientemente
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las emulsiones pues las particulas son mojables en ambos liquidos y por lo tanto se
estableeen en la superficie de la gota, sin embargo, también se propone que las
diferencias en el angulo de contacto podrian favorecer la formacién de emulsiones
de aceité en agua con angulos menores a 90° y de agua en aceite cuando el angulo

de contacto @s mayor a 90° (Langevit et al., 2004).
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Capitulo 2 . Materiales y método

OBJETIVO 1.- OBTENCION DE CEPAS FUNGICAS PETROFILICAS NATIVAS
DEL ESFADO DE TABASCO CON CAPACIDAD DE SINTETIZAR
BIOTENSIOACTIVOS.

2.1 Caracterizacion del agua congénita

Una muestra desagua congénita se recolectd procedente del activo integral
samaria-luna de la region, sur, ubicado en Villahermosa, Tabasco, propiedad de
petroleos mexicanos (PEMEX), (Fig. 2.1)

El agua congénita fue caracterizada de acuerdo a los parametros establecidos
en la norma oficial mexicana \NOM-143-SEMARNAT-2003, la cual marca las
especificaciones ambientales para-~el manejo de agua congénita asociada a

hidrocarburos.

Fig. 2. 1 Muestra de agua congénita

Se realizaron las pruebas fisicoquimicas de la muestra desagua proveniente de
samaria-luna de acuerdo a lo establecido en la norma NMX-EC17025-IMNC de
calidad y ensayos en cumplimiento de la NOM-001-SEMARNAT-1996 de limites

maximos permisibles de contaminantes en aguas residuales.

PARAMETROS FISICOQUIMICOS:
e Turbiedad
e Alcalinidad

e Cloruros totales
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Conductividad

¢__Potencial de hidrogeno

e Solidos totales

e Solidos suspendidos totales

e Grasaswy aceites

2.1.1 Analis para“determinacién de la turbiedad de acuerdo a la norma NMX-
AA-038-SCFI-2001

Para realizar el analisiss la muestra debe estar a temperatura ambiente, el
turbuidimetro debe estar spreviamente verificado vy calibrado (Fig.2.2),
posteriormente la celda se efijjuago dos veces con muestra de agua congénita para
evitar errores por dilucion. Se ‘leg’ la turbiedad de la muestra, homogeneizando la
muestra contenida en la celda eptre cada lectura. Se tomaron varias lecturas

homogeneizando la muestra.

Fig. 2. 2 Turbidimetro HANNA MODELO 93414

2.1.2 Anélisis para determinmar la ALCALINIDAD de acuerdo a lanerma NMX-
AA-036-SCFI-2001.

La alcalinidad se refiere a la presencia de sustancias hidrolizables en agua’y.que
como producto de la hidrolisis generan el idn hidroxilo (OH-), como lo son las bases

fuertes y los hidréxidos de los metales alcalinotérreos.
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Transferir 100 mL de la muestra de agua congénita en un matraz Erlenmeyer de
250, mke; se adicionaron 2 gotas de disolucién indicadora de fenolftaleina. Titular
con una_displucion valorada de acido (0.02 N) hasta el vire de la fenolftaleina (de
rosa a incoloro), se registran los mililitros gastados (alcalinidad a la fenolftaleina).
Posteriormefte se adicionan 2 gotas de una disolucion indicadora de naranja de
metilo; contindar gon la titulacién hasta alcanzar el vire del naranja de metilo. (de
canela a amarillo)g€sta sera la alcalinidad total. (Fig. 2.3)

Se registran los velimenes para ambos puntos finales y se calcula la alcalinidad,
tomando en cuenta elwire,de los indicadores. Se calculo la alcalinidad total como
CaCOs en mg /L, mediante la siguiente formula:

Alcalinidad total como CaCOsh mg /L = T2 (50)(1000)
Donde:
A es el volumen total gastado de acido en la titulacion al vire del anaranjado

de metilo en mL;

N es la normalidad de la disalucion de acido;

100 es el volumen de la muestraen-mL;

50 es el factor para convertir eg/L a'mg CaCOz3lL, y
1 000 es el factor para convertir mL a L.

~ \

Fig. 2. 3 Titulacién con HCL y naraja de metilo
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2.1.3 Anélisis parala determinacion de cloruros totales de acuerdo a lanorma
NMX-AA-073-SCFI-2001.

El“ion)cloruro es uno de los ones inorganicos que se encuentran en mayor
cantidad”en aguas naturales, residuales y residuales tratadas, su presencia es
necesaria en\ aguas potables. Un alto contenido ce clruros pudede dafar la
estructura metalica y evitar el crecimiento de las plantas.

Se utilizo un“velumen de muestra de 25 mL; se ajustar el pH entre 7 y 10
utilizando las disolugiones de hidroxido de sodio (0.1 N) y/o acido sulfurico (0.1 N)
(Fig. 2.4). A los 25 mLide-muestra acondicionada en un matraz Erlenmeyer de 250
mL, se le adiciona 1 mL de diselucién indicadora de cromato de potasio, valorar con
una disolucién patron de nitrato de plata (0.014 N), hasta el vire de amarillo a naranja
rojizo. También se titula un(Chlanco con la muestras como referencia (Fig.
2.5).Calcular la concentracion deiones Cloruro en la muestra original, en mg/L como
sigue:

Cl-mg /L =[(A4B)x N x35,450] / mL de muestra
Donde:
A Son los mL de disolucion de_nitrato de"plata gastados en la valoracion de la
muestra;
B Son los mL de disolucion de nitrato~de platasgastados en la valoracion del
blanco, y

N Es la normalidad del nitrato de plata.

Fig. 2. 4 Preparacion de disoluciones Fig. 2. 5 Titulacion con nitrato de plata
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2.1.4 Anélisis para la determinacion de conductividad de acuerdo a la norma
NMX-AA-093-SFCI-1986

La‘conductividad electrolitica es una expresion numérica de la capacidad de una
solucion®para transportar una corriente eléctrica. Esta capacidad depende de la
presencia dé Jiones, de su concentracion total, de su movilidad, valencia y
concetracion relativa asi como la temperatura.

Para la medicion de la conductividad se utilizo un conductimetro portatil marca
HANNA modelo HI8633 (Fig. 2.6). En un vaso de precipitado de 25 mL se coloco
una cantidad considerable-de la muestra de agua congénita, se sumerjio el electrodo
en el gua congénita y se tomo Ja lectura; la prueba se realiz6 a una temperatura de
25°C.

Fig. 2. 6 Conductimetro marca HANNA
modelo HI8633

2.1.5 Anadlisis para la determinacion de pH de acuerdo asta norma NMX-AA-
008-SCFI-2000

Para la medicion del pH se utilizo un conductimetro portatii marca HANNA
modelo HI8633 (Fig. 2.7) En un vaso de precipitado de 25 mL se colocd.una cantidad
considerable de la muestra de agua congénita, se sumerjio el electrode”en el gua
congénita durante 1 min para acondicionar el electrodo de vidrio y se tomo la lectura;

la prueba se realizd a una temperatura de 25°C.
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Fig.,2..7 Conductimetro marca HANNA
modelo HI8633

2.1.6 Analisis para la determinacion de solidos totales (ST) y soélidos
suspendidos totales (SST) de acuerdo a la norma NMX-AA-034-SCFI-2015
Los solidos y sales disueltas plueden afectar adversamente la calidad de un

cuerpo de agua, un efluente o#un proceso_de varias formas.

e Medicion de solidos totales (ST):

Se selecciona el volumen de muestra.de tal manera que el residuo seco sobre la
capsula se encuentre en un intervalo desmasa de 2.5 mg a 200 mg. Transferir la
muestra a la cdpsula previamente puesta asamasa constante y evaporar a sequedad
en el horno de secado a 105°C + 2°C. Trasladar la capsula al desecador y dejar
enfriar por 20 min como minimo. Llevar la cdpsula a masa‘constante repitiendo el
ciclo horno-desecador hasta obtener una diferencia < 0.000¢5 'gsen dos pesadas
consecutivas.

Calcular el contenido de solidos totales de las muestras como sigue:

m3 —ml
ST = Tl 000 000

Donde:
ST Son los sélidos totales, en mg/L;

m3 Es la masa de la capsula con el residuo, después de la evaporacion, en g;
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ml Es la masa de la capsula vacia a masa constante, en g, y

V Es’el volumen de muestra, en mL.

e Medicion de solidos suspendidos totales (SST):

Se homageneiza la muestra mediante agitacion vigorosa del envase, y se
transfiera de forma inmediata y en un solo paso un volumen adecuado de muestra
a una probeta, sefiltra la muestra a través de un filtro colocado en el crisol Gooch,
Enjuagar la probeta-con, el volumen suficiente para arrastrar los solidos y verter en
el filtro. Introducir el crisehGooch con el filtro al horno a 105°C £ 2°C durante 1 h

como minimo y Posteriormente llevar a masa constante.

mé6 —m2
SST = v 1000 000

Donde:

SST Son los sdlidos suspendidos.totales, en mg/L;

m2  Es la masa del soporte de secado con el filtro antes de la filtracion, en g;
m6  Es la masa del soporte de.secado con el filtro, en g; y

V Es el volumen de la muestra; en mL:

2.1.7 Andlisis parala determinacion de grasasy aceites de acuerdo alanorma
NMX-AA-005-SCFI-2013.

Este método permite una estimacion del contenido e grasas y aceites en aguas
naturales, residuales y residuales tratadas, al determinargravimétricamente las
sustancias que son extraidas con hexano de una muestra acosa acidificada.

Medir el pH de las muestras el cual debe ser menor de 2, sihe.tiene este valor
acidifique con &cido clorhidrico 1:1 6 acido sulfarico 1:1.

En un matraz de bola de fondo plano de 250 mL a peso constante preparar el
material filtrante colocando un papel filtro en el embudo Blchner, colocar efembudo
en un matraz Kitazato y agregar 100 mL de la suspension de tierra de diatOmeas-
silice sobre el filtro, aplicar vacio y lavar con 100 mL de agua. Transferir el total de
la muestra acidificada al embudo Buchner preparado aplicando vacio hasta‘gque
cese el paso de agua. Medir el volumen de la muestra. Posteriormente se retira ‘el

filtro y se coloca en el horno de secado a 100°C por 20 minutos. Por ultimo se coloca
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en un,equipo soxhlet para realizar la prueba durante el tiempo estipulado en la
norma.
Calcular las grasas y aceites recuperables (G y A) en la muestra usando la
siguienté ecuacion:
GyA(mg/L)=(A-B)/V

Donde:
A es el peso final del'matraz de extraccion (mg);
B es el peso inicial del matraz de extraccion (mg), y
V eselvolumen de la muestra, en litros. Restar al resultado obtenido de la muestra,

el valor del blanco de reactivo.

2.2 Parametros biolégicos
2.2.1 Conteo de células viables _por el método de vertido en placa por
diluciones en serie (Madigam’ et al., 2012)

Con una pipeta estéril se transfirio-1 mL'de la solucion madre del agua congénita
a un tubo de ensayo de 20 x 150"mm marca KIMAX, que contenia 9 mL de agua
destilada estéril, teniendo asi la primera.disolucion 101, A partir de la disolucién 10
1 se continuaron haciendo diluciones de' hasta 10 _Por triplicado se colocaron las
cajas de petri de vidrio estandar marca PYREX con medio de cultivo: agar dextrosa
papa (ADP) para conocer los hongos totales en el aguas€ongénita (Johnson y Curl,
1972). Se agreg6 al centro de cada una de las cajas 0.1 mk.de las diluciones y se
dispersé con un asa de digralsky por toda la superficie de”la_placa. (Fig. 2.8)
Posteriormente, las cajas fueron invertidas y colocadas en bolsas'de polietileno (las
bolsas fueron previamente desinfectadas con alcohol etilico al 70 %).y. guardadas
en una incubadora biolégica marca YAMATO a una temperatura de28°C por un
periodo de 72 horas (h) hasta que se expresaran los hongos. El material de vidrio
fue esterilizado previamente a calor seco durante 8 h a 180°C en una estufaymarca
MEMMERT (Ramirez, 2001).
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Fig. 2. 8 Determinacion de V|abl el método de placa utilizando diluciones seriadas (Madigan
etal., 2012).

2.3 Obtencion de microorgan% petrofilicos
2.3.1 Fase |. Sobrevivencia en m@) sélido.

Las cepas obtenidas del a con nlta fueron aisladas y purificadas mediante

j@ al. ﬂ (Fig. 2.9). Las rodajas de hongos se
colocaron en un cuadro de papm atma .40 de 10 X 10 mm (previamente
esterilizados e impreganado con #

la técnica de sacabocado (Oj

Wb) S 0 en agar bacteriologico (Fig.

2.10). Posteriormente, las cajas fuer%loca en una incubadora biologica

marca YAMATO a 28°C y 72 horas; estoycon el ivo de observar que cepas
*

crecian radialmente.

a
Fig. 2. 9 Metodo de sacabocado Fig. 2. 10 Aislamiento en agar O
(Ojeda et al., 2009) bacteriologico o
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2.3.2 Fase Il.- Degradacion de petroleo en suelo contaminado

En_esta fase las cepas fungicas que sobrevivieron en el medio mineral solido
fueron afadidas a un suelo impactado con petréleo, las cepas fueron reproducidas
en un medio mineral liquido para su posterior vertido.

Para seleccionar el medio mineral, se establecié un bioensayo con un disefio
factorial estadfstico 32 con 3 réplicas. El bioensayo consté de 2 factores: factor 1 (3
tipos de microorganismos; cepa H1, cepa H2 y H5), factor 2 (3 tipos de fertilizantes;

urea, triple 17 y nitrefoska).

2.3.2.1 Seleccién de medio mineral liquido

Para determinar el medig” mineral donde se obtuviera el maximo crecimiento
microbiano, se llevd a cabo(el) método propuesto por McFarland (1997); se
prepararon 10 soluciones de clorure, de bario al 1 % y 10 soluciones de acido
sulfdrico al 1 % para medir la absorbancia, a 600 nm y obtener la cueva de
calibracion. (Fig. 2.11)

N
Fig. 2. 11 Se prepararon soluciones de BaCl: y H2SOa. La turbidez medida en un

espectrofotometro UV-VIS a 600 nm

Se disefiaron biorreactores para determinar el medio mineral liquido con
matracez erlenmeyer de 1000 mL marca CIVEQ, y un tapén derhule no. 9
trihoradado, a los cuales se les instalaron tres tubos de vidrio con-un diametro
externo de 6 mm y diametro interno de 4 mm. El primer tubo se utilizé comojentrada
de aire, el cual fue conectado a un comprensor de aire de 1,5 watts marCa)ELITE
802, acoplado con un filtro microbiolégico marca MILLIPORE para suministrar aire
estéril y evitar asi el paso de microorganismos no deseados (Ojeda, 2009); un

segundo tubo se adapté como toma de muestra a través de una venoclisis clinica y
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evitar la introduccién de microorganismos externos, y un tercer tubo que sirvié como

venteoyy evitar que se sobrepresionara el sistema.

2.3.2.2 Bioensayo con biorreatores con sales minerales

Paea la determinacién del medio mineral para el posterior establecimiento de
bioensyao, se”establecieron por triplicado 3 biorreactores (tratamiento) para cada
una de las tres Cepas fungicas. Los cuales tuvieron como base 1000 mL de agua
destilada y 0,0116 g.de.D-Glucosa (como fuente de carbono); y 0.5 g de urea, 0.5 g
de triple 17 y 0.5 g demitrofoska respectivamente (Hernandez-Rivera et al., 2011)
(Fig. 2.12). El medio mineral liquido se esterilizé a calor himedo en una autoclave
a 121°C durante 20 min a 1,3’kg/cm? (Ramirez, 2001).

En cada tratamiento se inoculo una cepa fungica, y se cuantificaron sus indices
de absorbancia cada 24 horas durante 12 dias en un espectrofotometro UV-VIS a
600 nm. Para determinar el tratamiento con mayor crecimiento poblacional
microbiano, se realizé un andlisis de varianza y una prueba de medias Tukey
(a=0,05).

L

Solucion de 2000 .mL de H20 + 0,0116 g

de.D-Glucosa)+ 0,5 g de urea
Solucién de 1000 mlede H-O + 0,0116 g X 3
de D-Glucosa + 0,5°g de triple 17
[ ]
Cepa o .
fangica Solucion de 1000 mL de H20 #0,0116 g
ndmero 1 de D-Glucosa + 0,5 g de nitrefoska

Las cepas fueron inoculadas en los diferentes biorreactores.

Fig. 2. 12 Disefio experimental de biorreactores con medio mineral liquido

2.3.2.3 Determinacion de hongos petrofilicos

Una vez determinado el medio mineral se establecidé un bioensayo-para
determinar si las cepas fungicas son degradadoras de petroleo. El bioensayo
consistio en 4 tratamientos. Cada tratamiento estuvo constituido por 1 kg de suelo

contaminado con petrdleo con una concentracion conocida y una cepa fungica con
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3 réplicas ademas de un testigo. Las cepas selecionadas fueron afiadidas y se
determind cuantitativamente la degradacion en la concentracion de la fraccién
pesada y.fraccion media del petréleo para determinar su afinidad por el petroleo.
Esta determinacion se realizd con base en la NORMA Oficial Mexicana NOM-
138-SEMARNAT/SSA1-2012, que establece los limites méaximos permisibles de
hidrocarburos“en-suelos y lineamientos para el muestreo en la caracterizacion y
especificaciones para la remediacion; en el apartado en la norma emergente NMX-
AA-134-SCFI-2006;suelos-hidrocarburos fraccion pesada por extraccion y
gravimetria. Método de.prueba y la norma emergente NMX-AA-145-SCFI-2008,
suelos-hidrocarburos fraccion media por cromatografia de gases con detector de

ionizacion de flama-método de prueba.

2.3.2.4 Ubicacién y caractenzacion del suelo seleccionado para
establecimiento de bioensayo

El estudio agrologico se realizo en el sitio localizado en 18°14’59” latitud Norte y
93°00’48” longitud Oeste, en ladoealidad desTierra adentro 3ra. Seccion Jalpa de

Méndez, colindando con la localidad de Oxiacaque, Nacajuca, Tabasco.

2.3.2.4.1 Obtencidén de la muestra paradeterminar propiedades fisicas

Se colectaron muestras de suelo seleccionadas segun la norma oficial mexicana
NOM-021-SEMARNAT-2000. Para para esto se obtivieranymuestras simples a una
pofundidad de 30 cm, cada 30 m, utilizando la técnica de zig-zag, obtenindo un total
de 60 kg de suelo de 30 puntos de muestreo, se guardaron endolsas de polietileno,
gue fueon selladas y etiquetadas con la siguiente informacion, nombre de la persona
que tmo la muestra, fecha y hora de muestreo , nombre de la institucién, lugar de
muestreo y numero de muestra, para posteriormente ser llevadas al laberatorio para

su procesamiento y realizrle los analisis correspondientes.

2.3.2.4.2 Andlisis fisicos y quimicos de las muestras de suelos

Los andlisis fisicos que se realizron fueron los siguientes: determinacion de
textura del suelo por el procedimiento de Bouyoucuos, determinacion de la densidad
aparente del suelo, Metodo (AS-03) de la NOM 021 SEMARNAT-2000,
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determinacion de la densidad real con picnémetro, método (AS04) de la NOM 021
SEMARNAT-2000 y la determinacion de la humedad por el método NMX-AA-052
de la” NOM 138 SEMARNAT-2003. Los andlisis quimicos realizados fueron:
determinacion de fosforo, calcio y magnecio por espectrofotometria de uv-vis el pH
fue determinado atravez de método (AS-02) de la NOM-021-021-SEMARNAT-2000,
la medicion de la.temperatura se realizo atraves de un termémetro de -20 a 150°C
marca Brannan y la’determinacion de la materia organica por el método de Walkley
y Black, método (AS-07) de la NOM 021 SEMARNAT-2000. El andlisis biolégico se
realiz6 con el método desrecuento en placa utilizando diluciones seriadas (Madigan
et al., 2012).

2.3.2.3 Bioensayo para la deté€rminacion de hidrocarburos

Para llevar a cabo el bioensayo,.el suelo fue triturado y tamizado (Fig. 2.13), y
posteriormente se contaminé a 10 000.ppm de petréleo (p=0,79 g/cm?3). El suelo fue
inoculado con las cepas fungicas H1, H2.y,H5 en el medio mineral seleccionado.
(Fig. 2.14) Las variables medidasceada cince dias fueron los HFP. Por otra parte,
los HFM se midieron al inicio y final.del bioensayo para determinar su funcion como

petrofilicas.

Fig. 2. 13 Tamizado y triturado de suelo Fig. 2. 14 Biorreactores con nitrofoska
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2.3.2.4 Determinacién de hidrocarburos fraccion pesada (HFP) en suelos por
extraceion y gravimetria, e hidrocarburos de fraccién media (HFM) en suelos

por cromatografia de gases con detector de ionizacion de flama

2.3.2.4.1 Hidracarburos de fracciéon pesada.

A cada tratamiento se les determiné HFP, para esto, y de acuerdo a la norma
NMX-AA-134-SCEI£2006, una porcion de la muestra a analizar se mezclé con
sulfato de sodio anhidro para obtener el material extraible con hexano (MEH)
mediante sonicacion {Fig. 2.15). EI MEH se concentrd, secé y peso6; para
posteriormente ser tratado con silica gel estandarizada para la separacion de
compuestos polares y determinacion gravimétrica. El bioensayo se establecié por
un periodo de 20 dias realizando un muestreo aleatorio cada cinco dias, para

analizar el porcentaje de degradacion de HFP. (Fig. 2.16)

Fig. 2. 15 Sonicacion del suelo Fig. 2. 16 Suelo cont_aminado con
con n-hexano y cepas fangicas petréleo y cepas fungicas

2.3.2.4.2 Hidrocarburos de fracciéon media.

Esta fraccion de petroleo fue analizada al inicio a la mitad y final del bioensayo.
A cada tratamiento se le extrajeron muestras como lo indica la norma, emergente
NMX-AA-145-SCFI- 2008, para determinar los HFM. Las muestras se-secaron con
sulfato de sodio anhidro, se sometieron a sonicacion con una mezcla den-hexano:
acetona en relacion 1:1 (v/v). Los extractos organicos se concentraronjen un
Kuderna-Danish (K-D), a un volumen final de 2 mL y fueron guardados en‘viales
color ambar (Fig. 2.17); Cada extracto se hizo pasar por un cromatografo de gases

con detector de ionizacion de flama (Fig. 2.18). La determinacion cuantitativa
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obtenienda como resultado, es un perfil de picos cuya separacion esta basicamente
en funcién de los pesos moleculares de los hidrocarburos presentes.

Fig. 2. 17 Viales color ambar Fig. 2. 18 Cromatografo de gases Marca
Shimadzu Modelo GC-2010 plus

2.4 ldentificacion del género delas cepas fungicas

Para la identificacion biologica de.las cepas fungicas petrofilicas, éstas fueron
analizadas en un microscopio electronico de barrido (SEM) marca JEOL, modelo
JSM-6010LA (Fig. 2.19); con elfin de observar el aparato reproductor de cada cepa.
Para la preparacion de las muestras.se colecaron las muestras en glutaraldehido
3 % por 20 minutos para la fijacion, /posteriormente se sumergio en tetraoxido de
esmio 1 % por 20 minutos, se sometie“a.concentraciones crecientes de etanol para
la deshidratacion desde 50 % a 99 % derscencentracion, se liofilizaron a -62°C y a

1.2 Pa, por el tiempo necesario y se cubrieron con aluminio.

Fig. 2. 19 Microscopio electronico de barrido marca JEOL modelo JSM-
6010LA
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OBJETIVO 2.- CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES DE SUPERFICIE,
TERMODINAMICAS, FISICOQUIMICAS Y ACTIVIDAD BIOLOGICA DE
BIOTENSIOACTIVOS PRODUCIDOS POR CEPAS FUNGICAS PETROFILICAS.

Una vez determinadas las cepas fungicas, se establecieron en el laboratorio los
biorreactores para.que estos microorganismos sintetizaran biotensioactivos, y poder

caracterizarlos mediante una bateria de técnicas analiticas.

2.5 Establecimiento de.biorreactores parala produccién de biotensioactivos
Los biorreactores se ‘diseflaron con matracez erlenmeyer de 2000 mL marca
CIVEQ, y un tapon de hule n@?9 trihoradado, a los cuales se les instalaron tres tubos
de vidrio con un didmetro externo'de 6 mm y diametro interno de 4 mm. El primer
tubo se utiliz6 como entrada de aire,-el cual fue conectado a un comprensor de aire
de 1,5 watts marca ELITE 802, acoplado con un filtro microbiolégico marca
MILLIPORE para suministrar aire estéril y evitar asi el paso de microorganismos no
deseados (Ojeda et al., 2016); un.segundo tubo se adaptdé como toma de muestra
a través de una venoclisis clinica_y evitar’laxintroduccion de microorganismos
externos, y un tercer tubo que sirvié camo.vente0 para despresionar el sistema. (Fig.
2.20)

»  Manguera (alimenta aire estéril)

\
/ 4\—> Tubos de vidrio
/ \
Y
/ ' \\
( U —Tb Medio de cultivo liquido

Fig. 2. 20 Representacion del biorreactor utilizado para la produccion del biotensoactivo (Ojeda
et al., 2016)
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2.6 Inoculacién de las cepas fungicas en el medio productor de biotensoactivo

En_un matraz erlenmeyer de 2000 mL se prepar6 el medio de cultivo "wunder”
productor de biotensoactivo (Wunder et al., 1997)(Fig.2.21). Cada matraz se
esterilizd afcalor himedo en un autoclave a 121°C durante 20 min a 1,3 kg/cm?
(Ramirez, 2001).

Fig! 2421 Medio de cultivo Wunder (T. Wunder et al., 1997)

Reactivos Cantidad (g/L)
Dextrosa 10
(NH)2S04 1
MgSO4 0,5
KH2PO4 (Maonobasico) 0,875
K2H2PO4 (Dibasico) 0,125
NaCl 0,1
MnCl2*4H20 0,05
CaCI2*H20 0,1
FeSO4*7H20 0,001
Polipeptona 2

En un ambiente estéril, las placassde agar’que contenian las cepas fungicas
petrofilicas fueron lavadas con un asa- de, platino, e inoculadas en el medio de
cultivo. Una vez transcurrido el tiempo de fermentacion, (6 dias) los biorreactores
fueron desarmados en condiciones axénicas para la extraccion y purificacion del

biotensioactivo (Fig. 2.22).

Fig. 2. 22 Medio de cultivo después de la fermentacion
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2.7 Obtencidn de biotensioactivos puros
Despues de la inoculacion de las cepas fungicas en los biorreactores que
contenian el medio wunder, se procedid a realizar el procedimiento para la

obtencion y purificacion del tensioactivo.

2.7.1 Filtracion

Finalizado el tiempo de reproduccion microbiana, la biomasa se retir6é del medio
de cultivo con ayudarsde un matraz kitasato marca PYREX, y una bomba de vacio
marca NOVATECH a 67,#3 kilopascales (kPa), utilizando el método de filtracién con
succion (Silva, 2011). Para filtrar la biomasa, se emple6 papel whatman No. 42, y
se hizo pasar a través de un"embudo buchner de porcelana de 9 cm de diametro
marca KAVALIER (Fig. 2.23).

Fig. 2. 23 Filtrado de la biomasa microbiana

2.7.2 Centrifugacion

Para eliminar la biomasa que logré pasar el filtro whatman No..42, el caldo
microbiano se hizo pasar por un proceso de centrifugado a 3000 rpm durante 30
min en una centrifuga marca LABNET (Fig. 2.24) (Almazan et al., 2000)«
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Fig..2+24 Centrifugado del caldo microbiano

2.7.3 Primer lavado caldo-acetona

Para eliminar el grueso de las sustancias no tensioactivas, el caldo libre de
biomasa se lavo con acetona A'C.S marca FERMONT a una temperatura de 4°C,
empleando la relacion caldo-aCetona: 1:1,2. La acetona se afadido al caldo
lentamente a flujo constante, donde_se mezcl6 con ayuda de un termo-agitador
marca CIVEQ a 855 rpm durante 15 min (Eig.2.25). En embudos de separacién de
500 mL marca PYREX se dejosfeposar hasta la precipitacion de los solidos (Fig.
2.26). La acetona fue eliminada en_un evaperador rotatorio marca ECISHEL a una
temperatura de 40°C y 30 rpm, hasta remover toda la acetona contenida en el caldo
(Almazan et al., 2000).

Fig. 2. 26 Adicion de la acetonaral

Fig. 2. 25 Separacion de residuos caldo

no tensioactivos
2.7.4 Segundo lavado: caldo-cloroformo-metanol

Este lavado se realiz6 mediante tres extracciones sucesivas del sobrenadante

libre de células, con una mezcla cloroformo-metanol (2:1 v/v) (Almazan et al., 2000).
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La solucion caldo-mezcla se prepar6 con una relacién 1:1 (Mulligan et al., 1989), y
se homogeneizo la solucion durante 10 min, después se depositdé en embudos de

separacion de 500 mL durante 30 min. (Fig. 2.27).

7

El caldo se separé del sobrena
un evaporador rotatorio a 35°C y
fueron colocados en viales de vidri

hasta su caracterizacion.

Fig. 2. 28 Biotensioactivos purificados Fig. 2. 29 extraccion de biotensioactiv

S

2.8. Identificacion de lipidos polares asociados a la accion tensioactiva O

La presencia de glicolipidos, lipopéptidos y fosfolipidos asociados a la acci
L 2
tensioactiva en los biotensioactivos obtenidos, se determind mediante
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cromatografia en placa fina y mediante el uso de soluciones reveladoras (Hamilton
y Hamilton, 1992).

Se’prepararon placas de vidrio de silica gel para cromatografia en capa fina (tres
placas para cada biotensioactivo), de 2 x 6 cm x 0,25 mm, una para cada
determinacién,.)Se le agregaron ocho microlitros (uL) a 1 cm del borde inferior de la
placa y fueron sumergidas en un vaso de precipitado de 100 mL, con 25 mL de la
solucion disolvente’y se dejé por 30 minutos. Las placas fueron secadas por 15
minutos para ser roeiadas cada una con las soluciones reveladoras y ser secadas
en una estufa marca MEMMERT a 105°C.

2.8.1 Preparacion de las saluciones para la identificacién de lipidos polares

Para la identificacion de lipidos polares presentes en los biotensoactivos se
preparé una solucion disolvente, y-tres soluciones reveladoras propuestas por
Hamilton y Hamilton (1992) (Fig. 2.30).

La solucién disolvente s€’ preparé_con cloroformo-acetona-metanol-acido
aceético-agua usando la relacién“de.6:8:2:2:1+v/v, lo suficiente para que las placas
de cromatografia queden sumergidas, y pueda acarrear ascendentemente los
componentes a lo largo de la placa preducienda “manchas” de los lipidos presentes
en la muestra (Hamilton y Hamilton, 1992):

La solucion reveladora de los glicolipidos se‘.preparo disolviendo 2 g de
difenilamina en 20 mL de etanol, y se agregaron 100 mL de &cido clorhidrico
concentrado y 80 mL de acido acético a la solucién; la placa‘se rocié con la solucién
y se calientdé a 105°C por 15-30 min, los glicolipidos aparecer&n,como zonas azul-
gris sobre un fondo ligeramente gris (Hamilton y Hamilton, 1992).

Para la solucién reveladora de los lipopéptidos, una solucion de ninhidrina se
prepar6 al 2 % en etanol. La placa se rocié con la solucion, y se calentd a 100°C
por 5-10 min. Los compuestos como la fosfatidiletanolamina, fosfatidilse€rina y sus

derivados, aparecieron como manchas rojo-violeta (Hamilton y Hamilton, 1992).
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La solucion reveladora de los fosfolipidos se prepar6 disolviendo 0,01 g de azul
de bromotimol en 100 mL de solucion de NaOH 0.01 M, la placa se roci6é con la
solucién y se calienté a 100°C, los fosfolipidos aparecieron como zonas amarillas

sobre unfondo azul (Hamilton y Hamilton, 1992)

Fig. 2. 30 Soluciones revealdoras: glicolipidos, lipopéptidos y fosfolipidos

2.9 Espectroscopia de infrarrojo_con transformadas de Fourier (FT-IR)

Las muestras de los biotensioactivos puros sintetizados por las cepas fungicas
se caracterizaron estructuralmente-.imediantes espectroscopia de infrarrojo con
transformadas de Fourier (FT-IR); para soportar, los resultados obtenidos por
cromatografia en placa fina, las muestras/e)los biotensioactivos se colocaron sobre
una pastilla de KBr (sigma Aldrich grado FT-IR). Posteriormente se analizaron en
un espectrometro FT-IR Shimadzu modelo IRAFfinity-17(Fig. 2.31), en un intervalo
de 750-4500 cm?, a una resolucién de 2 cm™ y 40 escaneos, los datos obtenidos

fueron procesados con el software IRsolution™,

Fig. 2. 31 Espectrometro FT-IR Shimadzu
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2.10 Andlisis elemental del biotensioactivo puro

Se realiz6 el analisis elemental del biotensioactivo por el método de energia
dispersiva de rayos X, para ello se utiliz6 un microscopio electrénico de barrido
(SEM) marca JEOL, modelo JSM-6010LA. (Fig. 2.32).

Para el andlisis de las muestras de biosurfactante, éstas se fijaron sobre una
cinta de carbono de doble cara en un porta-muestra de acero, fueron metalizadas y
observadas en el_microscopio electronico de barrido en condiciones de bajo vacio
(Ojeda et al., 2016):

Fig. 2. 32 Microscopio electronico desbarrido marca,JEOL modelo JSM-6010LA

2.11 Determinacion de la tension superficial del bietensioactivo puro

Para determinar la tension superficial se utilizd el método del plato, también
conocido como el método de Wilhelmy descrito por Alvaréz’et al., (2009), puesto
que no se requiere correcciones para la forma del menisco.\Este método nos
permite obtener la tension superficial estatica de la solucion, aplicables en interfases
liquido-aire (Schukin et al., 1988).

La técnica consiste en medir la fuerza (Pw) con la que un liquido jala“al plato de
platino de geometria conocida. Se pone en contacto el plato de platino con ebliquido,
y éste salta hacia el plato y lo jala hacia el seno del mismo (Fig. 2.33). La superficie
del plato es aspera para que el liquido moje mejor el plato.

Para calcular la tension superficial, el tensiometro usa la siguiente férmula:
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Pw
o=——
I, cosd

Donde:
o: Tension superficial.
Pw: Fuerza<€on.la que el seno del liquido jala el plato.
Ip: Longitud demojado (2 veces la longitud del plato mas 2 veces su espesor).
0: Angulo de contacto entre el plato y la superficie del liquido, donde cos 6 = 1

para un plato limpio y enperfectas condiciones.

Fig. 2. 33 Vista transversal del.plato mojade (Alvarez, 2009)

Las mediciones de tension superficial estéticas fueron realizadas en un
tensiometro digital Kriiss modelo K 10 ST (Fig. 2.34);, el cual permite hacer
mediciones de tension superficial e interfacial de liquides a una temperatura
controlada.

El equipo cuenta con dos geometrias de medicion: anillo y plato; por razones de
exactitud en la medicion de la tension superficial absoluta se utilizé el plato, debido
a que las mediciones hechas con el anillo, requieren de una correccion, posterior.
Las dimensiones del plato utilizado son 0,1 mm de espesor, 19,9 mm de‘longitud y
una longitud de mojado de 40 mm.
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Fig. 2. 34 Tensiometrordigital Kriiss modelo K 10 ST (Alvarez, 2009)

Se prepararon diluciones dee~biotensoactivo/agua grado HPLC a una
concentracion de 1, 0,7, 0,4, 0,2, 0,1,0,04, 0,01, 0,001 % p/p. Las diluciones fueron
pesadas en viales de 30 mL cen/agua grade-HPLC y tapadas en su interior con cinta
teflon para mayor seguridad de«sellados las muestras se dejaron en un bafio
isotérmico Bis-120 a una temperatura.de 35°Cpor 48 horas para su estabilizacion.
Una vez estabilizadas las diluciones se procede a realizar las mediciones de tension
superficial, para ello es necesario lavar€l, porta muestra con agua desionizada
caliente y posteriormente limpiarla con acetona. Se-eoloca la dilucion en el porta
muestra, el cual es colocado dentro de la cAmara de€ calentamiento y se deja
estabilizar por un lapso de 15 minutos para homogenizar la muestra a esta
temperatura. Durante las mediciones, se deja transcurrir un tiempe de seis minutos
para la toma de la lectura. Se tomaron tres lecturas por muestra'y se reporta el
promedio estadistico de éstas. Las mediciones se realizaron a 30°C.

El tensidmetro fue verificado inicialmente con agua HPLC paragsebtener una

lectura de la tension superficial aproximadamente de 71,2 N/m, a 30°C.

2.12 Determinacion de la concentracion micelar critica (CMC).

La concentracion a la cual las micelas se comienzan a formar, se define comorla
CMC. Esta se determina por un repentino cambio en la tensién superficial;
viscosidad, densidad, etc. La CMC de los biotensioactivos se determiné
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representando graficamente la tension como una funcion de la concentracion
(ANarez et al., 2009).

El procedimiento es medir la tension superficial de soluciones de concentracion
crecienté de surfactante dejando un tiempo para equilibrar la superficie con el
interior de la‘solucion. Una vez que varias mediciones sucesivas dan el mismo valor
dentro de mN/m, se grafica el valor promedio de dichas mediciones en funcién del
logaritmo de la conCentracion, (Fig. 2.35) La CMC se determiné como el punto en

que la tension superfiCial se hace casi independiente de la concentracion.
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Fig. 2. 35 Concentracion micelar critica de un tensioactivo (Alvarez et al., 2011)

OBJETIVO 3.- EVALUACION DE LA MOJABILIDAD DEL) BIOTENSIOACTIVO
SOBRE UNA SUPERFICIE SOLIDA CON CARACTERISTICAS DE
YACIMIENTOS, A TRAVES DEL ANGULO DE CONTACTO

2.13 Determinacion del angulo de contacto del biotensioactivo

Las superficies modelo a utilizar fueron portaobjetos de microscopio,60 X 20 X1
mm; para la preparacion de las heterogeneidades sobre estas superficies ‘se.utilizd
el octadeciltriclorosilano (OTS) CH3z(CH2)17SiCls (PM=387,94, pureza 95 %) y-agua
destilada(Araujo et al., 2012).
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2.13.1 Alteracion de la mojabilidad mediante el uso de un biotensioactivo en
un sistema soélido-liquido

Previo' al tratamiento para crear los efectos de mojabilidad (reaccién de
silanizacion) sobre las laminas de vidrio, éstas se sometieron a un procedimiento
riguroso de limpieza descrito por Araujo et al., (1999), que es una modificacion del
método sugerido-por Maoz y Sagiv et al., (1984), este procedimiento garantiza

superficies perfeCtamente mojadas al agua.

2.13.2 Limpieza de susStratos (lAminas de vidrio)

Las placas de vidrio fueron sometidas a una limpieza en condiciones ultrasonicas
seguida de un remojo engSolucidon de H2S0O4 (98 %) y H202 (30 %) con
calentamiento 90°C por tres dias. A continuacion, se realizaron lavados con agua
destilada hasta igualar el pH del agua (7+02). Posteriormente se remojaron en una
solucién de HNO3 5M por tres dias, enseguida se realizaron lavados generosos con
agua destilada. De la misma manera, se elabora una solucion KOH 4M y se calienta
(50°C£1) en un vaso de precipitado, posteriormente las laminas de vidrio se
sumergieron durante 3 minutos. Nuevamente; las laminas de vidrio se remojaron en
una solucién de HNOs 5M por 1 dias"y.se enjuagaron con agua destilada hasta
igualar el pH de la misma. Por altimo, sessecaron en un horno a 80°C por 8 horas.

El grado de limpieza se determinara mediante medidas del angulo de contacto.

2.13.3 Modificacion de las superficies

Sobre las laminas de vidrio limpias se crearon las condiciones de mojado,
realizando un remojo en una solucién de octadeciltriclorosilano (OTS) por lapsos de
5 min, y retirdndolas rapidamente una vez cumplido este tiempo. Después que
ocurre la reaccion, los substratos se secaron a 100°C durante 10 horas“y luego se
enfriaron en un desecador a vacio. Las laminas se utilizaron inmediatamente
(Araujo et al., 2007). Estas modificaciones se hicieron con el fin de poseer la
condicion basica de mojado sobre una superficie mineral, al petréleo, que serviran
de patron para la aplicacion del biotensioactivo, y de este modo, inferir g€l

comportamiento sobre diferentes condiciones de mojado.
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2.13.4 Medidas de angulo de contacto

Como indicador de la mojabilidad de las laminas de vidrio se utilizé el &ngulo de
contactoexterno formado por diferentes concentraciones de emulsiones de
biotensioactivo y una muestra de petréleo crudo MAYA de 26° API, sobre las
laminas sumergidas en agua destilada; ademas de diferentes concentraciones
emulsiones formadas por 2 tensioactivos quimicos y el petréleo, esto con el fin de
tener una comparacion y determinar si los biotensioactivos, serian capaces de
cambiar la mojabilidad.de un yacimiento petrolero al igual que los tensioactivos
quimicos. El &ngulo detcentacto externo se refiere al angulo formado por uno de los
lados de la gota y una linea que se extiende desde un lado adyacente. Se utilizé
una celda rectangular de vidrio (Meléndez et al., 2010), y se dispuso una gota de 10
pL de la emulsion (biotensioactivo/petroleo y tensioactivos quimicos/ petroleo). Se
tomaron fotos con una camara de fotos Nikon D80 conectada a una P.C. Sobre el
conjunto de fotos se midieron los angulos de contacto, con un programa de analisis
de imagen (imageJ). El volumén de las gotas se control6 con una micropipeta que
garantizaba la repetitividad del+proecedimiento (Luengo et al., 2017). La superficie
debe estar en contacto con el agua por un periodo de siete a diez dias para asegurar

el equilibrio quimico con el agua.
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Capitulo 3 Resultados y discusiones

3.1 Caracterizacion de agua congénita

De acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-143-SEMARNAT-2003, se
midieron los’parametros que establecen las especificaciones ambientales para el
manejo de agua congénita asociada a hidrocarburos. La cual se obtuvo del activo
petrolero Samaria-Luna. En la siguiente tabla (Fig. 3.1) se muestran los resultados

de los parametros.

Fig. 341 Tabla de resultados de analisis de agua congénita

Parametro Resultado Morales-Bautista et Limites Unidades
al.,2016 maximos
Potencial de 6.58 a 25°C 5.01 a 25°C 5a10 Unidades de
hidréogeno hidrégeno
Turbiedad 120 220 NTU(unidades
neferenométricas)
Solidos totales 119,376 95,687 32,000 mg/L
Solidos
suspendidos 490 4 200 mg/L
totales
Alcalinidad 300 15 mg/L
Cloruros totales 93,701 40 250 mg/L
Conductividad 2.579 1.44 mS/cm
Grasas y aceites 11.6 25 mg/L

3.2.- Obtencion de células viables
3.2.1.- Cuantificacion de las unidades formadoras de colonias (UKC/mL)
totales del agua congénia

Las siguientes cepas fungicas (Fig.3.2) totales se obtuvieron con el método-de
siembra por extensién en agar dextrosa papa mediante la técnica de determinacion

de viables por el método de sembrado en placa utilizando diluciones seriadas
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(Madigan et al., 2012). A continuacion, se presentan las diluciones realizadas del
sk

fuero ladas por separadas 9 tipos de cepas con caracteristicas visibles
diferenté(ﬁasificadas de la H1 a la H9 para cada UFC.

génita de la dilucién -1 hasta la -6. Cabe destacar que de la dilucién -2

O

Fig. 3. 2 Cepas fangicas obtenidas de dilu%1 )

3.3 Determinaciéon de microrganismos fangicos petrof@)s
Fase |. Sobrevivencia en medio sélido

De las 9 cepas fungicas impregnadas con petréleo como un%nte de carbono
se observo que las cepas H1, H2, H3, H5 y H6 (Fig. 3.3), se expres@q en dichas
condiciones, sin embargo, las cepas H1, H2 y H5 (Fig. 3.4) tuvie un mejor
crecimiento radial (1.5, 1.7 y 1.8 mm/dia respectivamente); segun lo ? do por
Rivera-Cruz et al., (2004) quienes utilizaron este método para la sele@n de
microorganismos adaptables al petr6leo como Unica fuente de carbono;-el
crecimiento radial puede sugerir que las cepas fungicas sintetizan mas enz%
para degradar hidrocarburos del petréleo, motivo por el cual solo estas cepas fueron

utilizadas para la siguiente fase.
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CEPAH1 0 PA H2 CEPA H3 CEPA H4

CEPA H5 CEPA Hb6 CEPAH9

Fig. 3. 3 Crecimiento de microorganismos en mc’)lido 3 icrobiolégico con petréleo como

Unica fuente de carbono .

Cepa H1 Cepa H2 Cepa H5 O

Fig. 3. 4 Cepas fungicas inoculadas y expresadas después de 72 horas O
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3.4 Determinacion del medio de cultivo para la reproduccion celular
Fase lISeleccion del fertilizante (medio mineral liquido)

De acuerdo con los tratamientos realizados a los biorreactores con el medio
mineral lfquido que contenian las cepas fungicas seleccionadas (H1, H2 y H5), y los
tres diferentes)fertilizantes nitrogenados (urea, triple 17 y nitrofoska), el ensayo
biolégico mostré un crecimiento de biomasa, como lo demuestra la turbidez gradual
de los medios de_cultivo sumergidos. Se realiz6 un analisis ANOVA en donde se
observo que el maximo crecimiento para las tres cepas flngicas se tuvo en los
biorreactores que contenian nitrofoska (N amoniacal=7%, N nitrico=5%;
Fosforo=8%, Potasio=16%,, Azufre=24.96%, Mgnesio=3%, Boro=0.02%,
Hierro=0.06% y Zinc=0.01%). A continuacion, se muestran los graficos obtenidos
del andlisis estadistico (Fig. 35,.3.6, 3.7 y 3.8). Los resultados se asemejan a lo
reportado por Hernandez-Rivera“et.al., (2011) quienes evaluaron el desarrollo de
una cepa bacteriana petrofilica utilizando un arreglo factorial 3x4 completamente al
azar, con tres fertilizantes (uréa, triple 17y nitrofoska) y sales puras (juntas). Al

finalizar obtuvieron mayor crecimientoe con/los fertilizantes triple 17 y nitrofoska.

En este experimento se usé un diséno factarial completamente aleatorizado de
dos factores (3x3). Los factores principales, fueron..cepa fangica y fertilizante. Se
empleé el paquete estadistico Statgraphics Centurion™ V. XVIII, a un nivel de

significancia de a = 0.05.

15 —

Cepa

—— H1

12 —

—— H2

—<— H5

UFC x 10"8/mL
1

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tiempo (Dias)

Fig. 3. 5 Gréfica que representa las UFC de las tres cepas fungicas con
respecto al tiempo
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Fig. 3. 6 Gréfica‘que representa el crecimiento de UFC de la CEPA H1 con los tres
diferentes fertilizantes
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Fig. 3. 7 Gréfica que representa el crecimiento de UFCyde la CEPA H2 con los tres
diferentes fertilizantes
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Fig. 3. 8 Gréfica que representa el crecimiento de UFC de la CEPA H5 con los tres
diferentes fertilizantes
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3.5.-Caracterizacion del suelo seleccionado para establecimiento de
bioensayo y evaluacion de hongos petrofilicos

El suelo analizado en este estudio es un suelo arcillo-limoso con caracteristicas de
suelos minerales, debido a que contienen menos del 20 % de materia organica, y el
contenido de\carbono organico es menor al 11 % (IUSS-ISRIC and FAO, 2006).
Este comportamiento puede ser debido a que las contribuciones del material
organico estan dados mayormente por los aportes de la biomasa aérea (Gaffeney
et al., 1996).

En cuanto al contenida’del, fosforo en el suelo se encontrd dentro de clase alta con
35.32 ppm (DOF, 2001), lo anterior indica que existe un historial de fertilidad
importante (Cordova-bautista; 2009). (Fig.3.9)

Fig. 3. 9 Caracterizacién del suelo de Jalpa de Méndez, Tabasco

Tipos de Determinacion Resultado
andlisis
Fisicos Textura Arcilla, (% masa) 49
Limo (% masa) 41

Arena (% masa) 10

Clasificacion Arcillo-limoso
Densidad aparente(g/em?) 1.0561
Densidad real (g/cm?) 1.0565
Humedad (% masa) 23.546
Temperatura 30
Quimicos | pH 6.5
Carbon organico (%) 2.43
Materia organica (%) 4.19
Carbono del extracto (%) 1.716
Fosforo (mg kg?) 35.32
Magnesio (cmol kg?) 8.22
Calcio (cmol kg?) 22.6

Biolégicos | Conteo de  células viables 104x10*
(UFC.g! de suelo)
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3.5 Hidrocarburos de fraccién pesada (HFP) en suelos en suelos por
extraccion y gravimetria

En los tratamientos con suelo con petréleo y tratados con las cepas fungicas H1, H2
y H5 inoculadas en el medio nitrofoska, se observé que hubo una disminucion en la
degradacion de Ahidrocarburos fraccion pesada, en comparacion con el suelo
contaminado testigo, en el cual el porcentaje de remocion de petréleo no tuvo un
cambio significativorddrante el experimento. Como puede observarse acontinuacion
(Fig. 3.10), se muestrarlasremocion de petréleo utilizando dos cepas de Aspergillus
sp, Yy una Penicillium sp. La, mayor remocién se obtuvo en el tratamiento con
Penicillium sp (20.5 %). De acuerdo a Ojeda (2009), reportaron que los hongos son
una tecnologia apropiada para“la degradacion de petroleo en fracciodn pesada
debido a que desarrollaron hifas que-tienen la capacidad de degradar hidrocarburos

de tipo ramificado.

10500
10000

9500

‘ > L m Cepa H1
8500 3 - Cepa H2
; Cepa H5
8000 > .
Testigo
7500 ;D
7000 =
o 5 10 15 20

Tiempo (Dias)
Fig. 3. 10 Degradacién de hidrocarburos fraccion pesada

©
o
o
o

Degradacion de petroleo
(mg/Kg suelo)

3.6 Hidrocarburos de fraccién media (HFM) en suelos por cromategrafia de

gases con detector de ionizacion de flama

De los tratamientos contaminados tratados con el medio mineral liquido
(nitrofoska) que contenia las cepas fungicas, se determind0 que hubo una

disminucién en los porcentajes de ppm de hidrocarburos de la fraccion media, en
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los tres tratamientos, en comparacion con el suelo contaminado testigo, el cual su
porcentaje en ppm no tuvo un cambio significativo, como puede observarse en las
Fig. 3711,3.12, 3.13 y 3.14, los cuales tuvieron un porcentaje de degradacion de 38,
91, 15 y'5 % respectivamente. Por lo que se puede deducir que los hidrocarburos
de fraccion media fueron degradados por accion de los hongos; Oudot, et al., (1993)
que reportaron que los hongos de los géneros Penicillium y Aspergillus son buenos

degradadores de peétroleo tanto de fraccion pesada como de fraccion media.
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Fig. 3. 11 Degradacion de hidrocarburos fraccién media de la cépa*H1 Aspergillus sp
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Fig. 3. 14 Degradacion de higic@uros fraccion media del suelo testigo

3.7 Identificacion del género s ceToyfl]ngicas
Las evaluaciones de las carac@s‘ icas fisiologicas del MEB revelaron que de las

tres cepas analizadas, 2 hongos Ia-Je_

Aspergillus sp (Fig. 3.15y 3.16) y Ia(:a aH ?esponde a un Penicillum sp

(Fig. 3.17), esto fue constatado de acueéal libr @ecializado en microbiologia

*
de Koneman, MD., (2006). (Biologia de los microorganismos)

y‘Hl ~eorresponden al mismo género:

Fig. 3. 15 Cepa H1: Aspergillus sp *
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Fig.@)\Cepa H2: Aspergillus sp

han sido asociados a la accién tensoactiva de los biotensoactivos (Hamilt%
Hamilton, 1990).

.
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Fig. 3. 18 Deteccion de lipopéptidos asociados con actividad tensioactivas de las
cepas H1 (Aspergillus sp) (a)yH2 (Aspergillus sp) (b) y H5 (Penicillium sp).(c)
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3.9 Espectroscopia de infrarrojo con transformadas de Fourier (FT-IR).

La técnica de espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR),
se utilizé para corroborar los resultades obtenidos con la cromatografia en capa fina
e identificar el tipo de lipidos polares que €orrespondan a cada uno de los tres
biotensioactivos. De los resultados se©btuvieron las graficas del % de transmitancia
vs longitud de onda en las cuales se destacaron las bandas mas importantes de
absorcion que fueron localizadas en .3,500 cm: . (enlace O-H, tipico de
polisacaridos), entre 2,086 y 2,007 cm™ (banda C-H:«€adenas de hidrocarburos
alifaticos), entre 1,642-1,637 cm? (enlace O=C-N) (Cas tres muestras de
biotensioactivos proporcionaron datos muy similares por lo"que los resultados
obtenidos concuerdan con lipopéptidos (Fig. 3.19). El andlisis FT-IR de los
biotenisoactivos fue similar a los resultados obtenidos en trabajos, anteriores
(Onwurah, 1999; Kuiper et al., 2004; Das y Mukherjee, 2007; Ojeda et al.;y2015) que
utilizaron el FT-IR como herramienta analitica para la caracterizacién) de los

biotensioactivos.
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Fig. 3. 19 FT-IR de las tres muestras de biotensioactivos fungicos

3.10 Andlisis elemental de los‘hietensioactivos fungicos

Se el determino contenido total para H1, H2 y H5. El andlisis cualitativo elemental
que se realizé reveld el peso.y porcentaje atomico de los diversos elementos
presentes (Fig. 3.20). Los cualées mostraron altas proporciones de carbono,
nitrégeno y oxigeno que son constituyentes de los lipopéptidos. Los lipopéptidos
presentan enlaces covalentes, que se_eonocen-eomo enlaces peptidicos, entre el

grupo carboxilo y el grupo amino de los aminoacides,(Madigan et al., 2012).

Fig. 3. 20 Analisis elemental de las muestras de losstres biotensiactivos

BS H1 BS H2 BS H5

ms% mol% ms% mol% ms% mol%
C 54.67 61.46 53.64 60.23 46.19 55.66
N 17.62 16.98 14.92 14.36 12.3 12.71
0] 23.11 19.5 28.58 24.09 27.73 25.09
Na 1.23 0.72 0.43 0.25 4.06 2,55
P 1.21 0.53 1.04 0.45 2.5 1.17

0.7 0.29 0.31 0.13 1.2 0.54
Cl 0.26 0.1 0.08 0.03 1.36 0.55
K 0.88 0.3 0.29 0.1 4.42 1.63
Ca 0.32 0.11 0.18 0.06 0.25 0.09
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3.11 Determinacion de la tensién superficial

Una caracteristica deseable en un tensioactivo es la capacidad para disminuir la
tension superficial de los liquidos, los resultados de esta prueba mostraron que los
biotensioactivos producidos por la cepas H1, H2 y H5 son capaces de disminuir la
tension superficial, del agua desde 72 mN/m (valor correspondiente a la tension
superficial del agua’grado HLPC a 25°C) hasta 48.22 mN/m (Fig. 3.21) 47.82 mN/m
(Fig. 3.22), y 49.95'mN/m (Fig. 3.23) respectivamente. El biotensioactivo producido
por la cepa H2 (Aspergillus sp) reduce mejor la tension superfial en comparacion
con los biotensioactivos producidos por las cepas H1 (Aspergillus sp) y H5
(Penicillium sp) estos valores’'son concuerdan con los resultados obtenidos por Ban
y Sato (1993), quienes estudiaron’el hongo Penicillium spuculisporum para obtener
un biotensioactivo, y el cual logro bajar la tensién superficial del agua grado HPLC
de 72 mN/m hasta 56 mN/m; sin"embargo después de obtener ese resultado
realizaron diferentes experimentos donde evaluaron el efecto de diferentes
concentraciones de sales y diferentes temperaturas al biotensioactivo, lograron
reducir la tension superficial hasta.33 mN/m,_jpor lo que podria ser viable estos

andlisis para evaluar el comportamiento.de los tres biotensioactivos.
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Fig. 3. 21 Tensién superficial en funcidn de la concentracién de biotensioactivo en
agua, medida a 30°C. Biotensioactivo producido por la cepa H1 (Aspergillus sp.)
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Fig. 3. 22 Tension superficial en funcion de la concentracion de biotensioactivo en
agua, medida a 30°C. Biotensioactivoyproducido por la cepa H2 (Aspergillus sp.)
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Fig. 3. 23 Tensioén superficial en funcion de la concentracion de biotensioactivo en
agua, medida a 30°C. Biotensioactivo producido por la cepa H5 (Penicillium sp%)

3.12 Concentracién micelar critica (CMC)
Una caracteristica importante de las sustancias tensioactivas es la formacion de
micelas en un entorno polar, y esta estrechamente relacionada con la concentracién

micelar critica (CMC), la cual representa la concentracion minima de tensioactivo
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para que ocurra espontdneamente la formacion de micelas, y es también una forma
de medir la eficiencia de un tensioactivo.

Los valores obtenidos de CMC de los biotensioactivos producidos por las cepas
H1 y H2correspondientes a organismos fungicos del genero Aspergillus sp fueron
de 0.3 % peso en promedio, mientras que para el biotensioactivo fungico del genero
Penicillium sp“la €MC fue de 0.43 % peso en promedio. La formacion rapida de
emulsiones puede”mejorar la eficiente en la biodisponibilidad en un derrame
petrolero. La concentracion micelar critica es un intervalo de concentraciones, no
un valor exacto y absolute;, ya que las transiciones de fase ocurren paulatinamente
(Aparicio, 2012).

3.13 Determinacion del angulowde contacto del biotensioactivo
3.13.1 Preparacion de las superficies

Por medio de las reacciones de Silanizacion se crearon heterogeneidades sobre
las ldminas de vidrio limpias aSando una_solucién de octadeciltriclorosilano (OTS)
con un tiempo de exposicion de_5.minutes,,tomando en cuenta que el grado de
alteracion de la mojabilidad (de mojado al agua a mojado al aceite) depende del

tiempo de exposicion entre el reactivasy la muestra (Araujo, 2007)

3.13.2 Medicion de los angulos de contacto después.de la aplicacion del OTS

En esta parte se reportan resultados de la medicién de‘angulos de contacto sobre
las superficies con las heterogeneidades de mojabilidad (mojado al aceite), con el
fin de establecer el cambio de mojabilidad experimentado.

Los resultados obtenidos para los angulos de contacto, una ez aplicado la
emulsion de tensioactivos/petréleo y tensioactivos quimicos/petrdlea sobre las
laminas de vidrio se presentan en las tablas siguientes (Fig. 3.24, 3.25:3:26, 3.27 y
3.28).
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Fig. 3. 24 Cambios en la mojabilidad de las laminas de vidrio tratadas con el OTS y sumergidas en
aguasdestilada, con tiempo de inmersién de 5 min y con diferentes emulsiones de biotensioactivo H1

Angulo
Mue@/s Tiempo de de Estado de Gota de emulsion
(VIV) L inmersion  contacto  mojabilidad sobre superficie

() (1)
S

Crudo %

Crudo/ BT (95/5) 5 min

Crudo/ BT _
5 min
(90/10)
Crudo/ BT _
5 min
(80/20)
Crudo/ BT _
5 min
(70/30)
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Fig. 3. 25 Cambios en la mojabilidad de las laminas de vidrio tratadas con el OTS y sumergidas en
aguasdestilada, con tiempo de inmersién de 5 min y con diferentes emulsiones de biotensioactivo H2
_ Angulo de -
Mu a | Tiempo de Estado de Gota de emulsion
o » contacto o o
(V. Y inmersién ) 1) mojabilidad sobre superficie

+
‘ Y +
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Fig. 3. 26 Cambios en la mojabilidad de las laminas de vidrio tratadas con el OTS y sumergidas en
aguasdestilada, con tiempo de inmersién de 5 min y con diferentes emulsiones de biotensioactivo H5
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Fig. 3. 27 Cambios en la mojabilidad de las laminas de vidrio tratadas con el OTS y sumergidas en
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Fig. 3. 28 Cambios en la mojabilidad de las laminas de vidrio tratadas con el OTS y sumergidas en
agu ado HPLC, con tiempo de inmercién de 5 min y con diferentes emulsiones de tensioactivo
NO IC
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Los resultados de estas variaciones: angulos de contacto, y cambio de
mojabilidad en sus tres condiciones (mojado al agua (MA), mojado intermedio (Ml)
y mojado’al, crudo (MC)), se observan que las muestras de crudo (petrdleo) solo
presentan 4in angulo de contacto externo entre 121° y 180°, lo que indica una
condicion de"mojado al crudo. Se deduce que, la superficie presenta una afinidad
muy marcada‘hacia este fluido, por lo cual, la gota de aceite se esparce facilmente
sobre la misma. (Mélendez et al., 2012)

Para las muestras-de emulsiones de crudo/biotensioactivos y crudo/tensioactivos
quimicos con diferentes eoncentraciones de volumen/volumen, se midieron angulos
de contacto externo de 61° a 120°, para una condicién de mojado intermedio, ya
gue cuando el angulo de coentacto es cercano a 90°, es decir las particulas son
parcialmente hidrofébicas, estabilizan eficientemente las emulsiones pues las
particulas son mojables en ambos-liquidos y por lo tanto se establecen en la
superficie de la gota (Langevit et al,,_.2004). Este tipo de mojabilidad se presenta
como la condicion ideal cuando se habla de recuperacién de petréleo en el
yacimiento. Ademas se midieronangulos de.contacto externo de 0° a 60° para una
condicion de mojado al agua Las_interacciones quimicas que existen entre las
moléculas del agua y la superficie sen_mas fuertes que las interacciones entre la
superficie y el aceite. Esto significa que Jas, fuerzas/que actian en el sistema son
repulsivas (Melendez et al., 2012)

Los limites de los angulos de contacto fueron tomados de lo reportado por
Anderson (1986), de la relacion aproximada de los indices'de mojabilidad entre
angulos de contacto.

Es importante considerar que hablamos de una disolucion del'biotensioactivo, lo
cual implica que al ser menos costosas que los tensioactivos quimicos'y al obtener

resultdos similares son factibles economicamente al ser utilizado en un.yacimiento.
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Capitulo 4 Conclusiones

Un tensioactivo con base en lipopeptidos sintetizado por diversos hongos del
genero Peniciilium y Aspergillus tienen la capacidad de reducir los hidrocarburos de
fraccion pesada, hidrocarburos de fraccion media del petroleo y la tensién superficial
liquido- liquido. Ademas de mejorar la mojabilidad de una interfase solido-liquido,
es decir, realizarel’cambio de ser mojado al crudo a ser mojado al agua.

De acuerdo a loss€studios realizados en este trabajo se logra concluir que los
biotensioactivos de origen flungicos son viables para poder competir con los
tensioactivos de origen quimico, ya que presentaron condiciones similares, por lo

gue podrian ser utilizados para la recuperacion mejorada del petroleo.
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