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Resumen 

En la actualidad, la nanobiotecnología, ha permitido avances significativos en la 

remediación de contaminantes. En esta Tesis, se presenta la síntesis de nanopartículas 

de ZnO obtenidas por mecanoquímica, las cuales mostraron intensidad en el plano 

(101) típicas al ZnO y tamaños de cristal de 21.08 nm, superficies cuasi esféricas 

aglomeradas, con distribución de tamaño reducido y diámetros de ~111 nm. Además, de 

una energía dispersiva, asociada al Zn (1.0118 keV transición lα) y al O (0.5249 keV 

transición kα), una composición predominante de zinc (≈75-79 % masa) y menor 

concentración de oxígeno (≈18-22 % masa). También, se obtuvieron isotermas con 

bucle de histéresis estrecho, tamaños de poros de 32 nm y superficie de 41.36 m2 g-1. 

Por otro lado, se aisló una Acinetobacter baumannii complex con características 

extremotolerantes, evaluadas en medio líquido a pH 5, temperatura de 70 °C y salinidad 

del 30 %, y una población de 0.44, 0.74 y 0.77 DO600nm, respectivamente. También, se 

obtuvo un biotensioactivo de la bacteria, de tipo lipopéptido asociado a sus grupos O=C-

N, C-N. La bacteria presentó capacidad de metabolizar HCs, en un suelo contaminado 

con una eficiencia de 42.35 %. 

Finalmente, se desarrolló un sistema nanobiocatalítico, basado en la inmovilización de 

la Acinetobacter b.en alginato con NPs ZnO. Se obtuvieron capsulas de 1 a 2 µm, con 

bacterias de ~0.542 y ~0.60 µm de ancho y largo, una composición mayor basada en 

carbono de 49.89 %, oxígeno 37.55 %, sodio 5.29 %. Se cuantificó una población de 

30000 UFCgr-1 de cápsulas. Con base en, lo anterior se realizó la biorremediación de un 

agua emulsionada a través del sistema nanobiocatalítico, con una eficiencia de 98.94 

%. El sistema, promovió la interacción y aumentó la biodisponibilidad del contaminante 

para su biodegradación. Por lo tanto, esta investigación sugiere una estrategia 

sustentable para la recuperación de ecosistemas. 
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Abstract 

Currently, nanobiotechnology has allowed significant advances in the 

remediation of contaminants. In this Thesis, we present the synthesis of ZnO 

nanoparticles obtained by mechanochemistry, which showed in-plane intensity (101) 

typical to ZnO and crystal sizes of 21.08 nm, agglomerated quasi-spherical surfaces, 

with reduced size distribution and diameters of ~111 nm. In addition, of a dispersive 

energy, associated with Zn (1.0118 keV lα transition) and O (0.5249 keV kα transition), a 

predominant zinc composition (≈75-79 mass %) and lower oxygen concentration (≈18-22 

mass %). Also, isotherms with narrow hysteresis loop, pore sizes of 32 nm and surface 

area of 41.36 m2 g-1 were obtained. On the other hand, an Acinetobacter baumannii 

complex with extremotolerant characteristics was isolated, evaluated in liquid medium at 

pH 5, temperature of 70 °C and salinity of 30 %, and a population of 0.44, 0.74 and 0.77 

DO600nm, respectively. Also, a biotensioactive was obtained from the bacterium, of the 

lipopeptide type associated with its O=C-N, C-N groups. The bacterium was able to 

metabolize HCs in contaminated soil with an efficiency of 42.35 %. 

Finally, a nanobiocatalytic system was developed, based on the immobilization of 

Acinetobacter b. in alginate with ZnO NPs. Capsules of 1 to 2 µm were obtained, with 

bacteria of ~0.542 and ~0.60 µm in width and length, a major carbon-based composition 

of 49.89 %, oxygen 37.55 %, sodium 5.29 %. A population of 30,000 CFUgr-1 of 

capsules was quantitatively measured. Based on the afore mentioned findings, the 

bioremediation of an emulsified water was carried out through the nanobiocatalytic 

system, with an efficiency of 98.94%. The system promoted the interaction and 

increased the bioavailability of the pollutant for its biodegradation. Therefore, this 

research suggests a sustainable strategy for ecosystem recovery. 

Palabras claves. Biorremediación, Acinetobacter, MALDI-TOF, 

biotensioactivo, microcápsulas. 
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I. Inmovilización de Bacterias Petrofílicas Productoras de Biotensioactivos en ZnO 

Nanoestructurado para la Biorremediación de Aguas Emulsionadas 

Uno de los desafíos más importantes del siglo XXI es la preservación del suelo, 

agua y calidad del aire. La contaminación de los ecosistemas ha ido en aumento como 

resultado del crecimiento demográfico y las actividades antropogénicas. Por otro lado, la 

actividad petrolera es de las principales fuentes de contaminación e impacto ambiental 

es donde el derrame accidental de hidrocarburos ocasiona efectos adversos mediante 

la volatilización, disolución, emulsificación y sedimentación de contaminantes en agua, 

suelo y aire, tal como se menciona en (Pérez Muñoz y col., 2020). 

La sobreexplotación de las fuentes del petróleo con fines energéticos, así como 

los procesos de manejo, distribución y transporte, ha originado gran parte del efecto 

negativo socioambiental. En este contexto, México, es el décimo primer productor de 

petróleo, a nivel mundial, tan solo en Veracruz y Campeche se encuentran más de 2000 

pozos marinos, en el Golfo de México. Basándose en el artículo de (Pulster y col., 2020) 

de la revista Scientific Reports, existen informes históricos que reportan que el 5% del 

petróleo esparcido en aguas de América del Norte, fue relacionado con la extracción y 

transporte de éste, mientras un 32% provenía de las filtraciones naturales; y un 60% del 

consumo de petróleo a través de escorrentía terrestre, marinas y deposición 

atmosférica. Por otra parte, en el proceso de refinación del petróleo, la contaminación 

de aguas someras por derrames de reactores es frecuente. México cuenta con 7 

refinerías de crudo, una de ellas ubicada en el Estado de Tabasco; según (Moscoso-

Baeza & de Escobar-Fernández, 2022), de ahí que es evidente que este estado 

depende económicamente de la explotación de petróleo, y por ende es imperativo 

proponer soluciones sustentables para la remediación de agua y suelos contaminados 

por petróleo.  

Apoyándose en la descripción de Pérez Muñoz y col. (2020), el petróleo se 

caracteriza por ser un líquido viscoso negro y de composición química compleja, 

perteneciente a la familia de los hidrocarburos. La composición elemental del petróleo 

es carbono (84-87%), hidrógeno (11-14%), azufre (0-8%), oxígeno y nitrógeno (0-4%). 

Por consiguiente, para mitigar los daños causados por la contaminación con 

hidrocarburos, se han empleado numerosas tecnologías de remediación. Entre las que 

se encuentran algunas como: electrorremediación, limpieza de suelos, estabilización, 

consolidación, tratamiento de aguas, descontaminación química, oxidación, lixiviación y 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



17 
 

biorremediación. De las técnicas mencionadas, la mayoría requiere de equipos 

especiales y grandes inversiones para su desarrollo, tal y como lo mencionan Teklit 

Gebregiorgis y col., (2023). Una de las técnicas más aplicable debido a su bajo costo y 

toxicidad es la biorremediación, mediante el uso de bacterias que desarrollar 

capacidades fisiológicas naturales de degradación de sustratos para oxidar, transformar 

e inmovilizar, e incluso unirse al contaminante por lo que resulta un método factible de 

desarrollar. De ahí que (Orellana y col., 2022) exponen que la biorremediación es una 

estrategia eficiente, ecológica y rentable que implica el uso de bacterias y hongos en 

monocultivos y consorcios. (Dangi y col., 2019), también explican como el uso de 

procesos biológicos para limpiar suelo y aguas contaminadas con la biorremediación 

recibe especial atención por ser de bajo costo y ambientalmente amigable. Ya que este 

proceso contribuye a la oxidación, degradación, transformación y completa 

mineralización de estos contaminantes en agua y suelo. Por lo tanto, la optimización de 

la biorremediación con sistemas biológicos microbianos donde se exploran redes 

complejas y su interconexión en procesos a nivel molecular, celular, de población, de 

comunidad y de ecosistema, la hace factible para el saneamiento ambiental. 

(Sakamoto y col., 2021) reportaron que la presencia de petróleo en los acuíferos 

profundos genera microorganismos de los tipos: heterótrofos y autótrofos; entre estos 

organismos se encuentran: pseudomonas, acinetobacter y micrococcus. Mediante 

reacciones de oxido-reducción, los heterótrofos reducen el oxígeno, nitrato y sulfato, así 

como algunos bicarbonatos, mientras que los autótrofos reducen el manganeso, hierro, 

bicarbonatos y nitrógeno. En relación con los hidrocarburos policíclicos y aromáticos 

(HPA), estos presentan una toxicidad elevada, así como características mutagénicas y 

carcinogénicas que pueden ser biorremediados mediante la aplicación de 

biotensioactivos, moléculas anfifílicas con características tensioactivas, emulsificantes y 

dispersivas. 

(Sakamoto y col., 2021) también exponen que existen microorganismos capaces 

de producir Biotensioactivos, mejorando así la biodisponibilidad y facilitando la 

asimilación de los sustratos insolubles al incrementar su solubilidad. Existen bacterias 

capaces de desarrollarse en ambientes con condiciones extremas, por ejemplo, en 

concentraciones salinas y pH ácido. Con base en sus condiciones fisiológicas, los 

microorganismos requieren valores óptimos para su crecimiento, siendo clasificados 

como halófilos, halotolerantes, alcalófilos o alcalotolerantes. 
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Con la nanobiotencnología, según (Salem, 2023), los procesos ambientales han 

mejorado debido a las características estructurales y funcionales de los compuestos a 

diferentes escalas de tamaño. Al interactuar desde el nivel atómico-molecular hasta una 

escala nanométrica, se han logrado desarrollar procesos de biocatálisis y métodos para 

la preparación de ensamblajes o complejos enzimáticos. La nanotecnología y los 

procesos biotecnológicos tienen sus aplicaciones y productos de base biológica que 

involucran reacciones químicas como la biocatálisis, la inmovilización de compuestos 

soportados en diversos nanomateriales. Jain y col. (2024) reportan que algunos de los 

catalizadores nanoestructurados mejoran la actividad y estabilidad de los bioprocesos. 

Los nanosoportes, especialmente los basados en sílice, ofrecen ventajas como mayor 

área superficial y propiedades ópticas únicas. Estos, han sido utilizados en la 

administración de fármacos, control de contaminación y procesos catalíticos debido a 

sus propiedades de tamaño de poro, morfología y área superficial que influyen en la 

inmovilización de enzimas y su actividad destacando avances con aplicaciones en 

biocombustibles y biorremediación. 

En las etapas iniciales de nanobiocatálisis, Reshmy (2021) se basó 

principalmente en la inmovilización de enzimas en soportes nanométricos mediante 

técnicas tradicionales de inmovilización como la adsorción física, la unión covalente, el 

atrapamiento y la inmovilización sin portador. Este enfoque atrajo la atención a la 

inmovilización de enzimas sobre una gran superficie de materiales nanoestructurados, 

tales como materiales nanoporosos, nanofibras electrohiladas y nanopartículas 

magnéticas. Es importante resaltar que las nanopartículas con tamaños menos a 100 

nm y una superficie específica mayor a 1 m2g-1, resultan ser más reactivas, presentan 

conductividad eléctrica y magnética, revolucionado los procesos nanobiocatalíticos y 

favoreciendo la estabilidad y actividad enzimática. 

Por lo anterior, este documento presenta el marco teórico, que sustenta esta 

investigación, los objetivos planteados y la justificación del trabajo; también se describe 

la parte experimental propuesta y realizada para dar cumplimiento a los objetivos 

programados. De igual manera, se presentan resultados obtenidos de la fase 

experimental y la discusión de estos. Por último, las conclusiones de la investigación y 

recomendaciones futuras. 
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1.1 Justificación 

La producción de petróleo es una de las principales causas de contaminación del 

suelo y el agua. Los hidrocarburos derivados del petróleo tienen la capacidad de 

infiltrarse en el mar en grandes cantidades de compuestos insolubles que pueden 

dispersarse a grandes distancias por las corrientes oceánicas. Por lo tanto, como lo 

declaran (Pérez Muñoz y col., 2020), entre los desastres ambientales más severos se 

encuentran los derrames de petróleo en ríos mares, y océanos. La biorremediación, es 

una estrategia respetuosa con el medio ambiente, para recuperar sitios contaminados 

con hidrocarburos, mediante el uso de bacterias, algas, hongos y levaduras. Según 

(Ayilara & Babalola, 2023), expusieron que estos microorganismos utilizan el 

contaminante como fuente principal de carbono transformándolo en moléculas 

inorgánicas como H2O y CO2 a través de la degradación aerobia.  

Los materiales inorgánicos como los óxidos metálicos se emplean como 

nanocatalizadores, promoviendo los procesos de nanocatálisis en tratamiento aguas 

residuales, a su vez, presentan propiedades antimicrobianas y mejoran la reacción 

redox. Por otro lado, (Biswas & Rai, 2024) demostraron que la reacción fotocatalítica de 

nanopartículas metálicas, como el ZnO degradan contaminantes orgánicos, 

detergentes, tintes, etc. Además, actúan como un fotocatalizador potente, ante factores 

como el pH, la energía de ancho de banda, siendo que la concentración del 

contaminante y el tamaño de las partículas los que modulan el proceso de catálisis.  

La presente investigación propone diseñar un sistema nanobiocatálitico basado 

en la inmovilización de bacterias degradadoras de petróleo y productoras de 

biotensioactivos, sobre una matriz polimérica con ZnO nanoestructurado para eficientar 

el proceso de biorremediación de aguas emulsionadas con petróleo. 

1.2 Pregunta de investigación 

¿Cómo afecta el encapsulamiento de las bacterias en una matriz polimérica 

funcionalizada con ZnO nanoestructurado a la tasa de biodegradación de petróleo en 

aguas contaminadas? 
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1.3 Hipótesis 

El encapsulamiento de la Acinetobacter baumannii en alginato de sodio 

funcionalizado con NP de ZnO, aumenta la capacidad de la bacteria para metabolizar 

hidrocarburos derivados del petróleo en el proceso de biorremediación. 

1.4 Objetivos 

1.4.1 Objetivo General. 

Desarrollar un sistema nanobiocatalítico, con bacterias hidrocarbonoclastas productoras de 

biotensioactivo, inmovilizadas en alginato de Na/ZnO nanoestructurado para la biorremediación 

de aguas emulsionadas con petróleo. 

1.4.2 Objetivos Específicos 

1. Identificar las propiedades estructurales y morfológicas de polvos de ZnO 

sintetizados por mecanoquímica que permita las condiciones idóneas para la 

interacción (unión) entre el sistema bacteria-nanopartículas. 

 

2. Aislar en condiciones in vitro un consorcio de bacterias autóctonas, con 

características extremófilas, petrofílicas, para la síntesis de un 

biotensioactivo. 

 

3. Inmovilizar y caracterizar un sistema nanobiocatalítico basado en bacterias 

degradadoras de petróleo mediante cápsulas de alginato con nanopartículas 

de ZnO. 

 

4. Evaluar un proceso de biorremediación en aguas emulsionadas con 
hidrocarburos del petróleo con el sistema nanobiocatalítico, mediante la 
cinética microbiana y espectroscopía de UV-vis.  
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II. Marco Teórico 

2.1 Fundamentos de la Biotecnología 

La Organización para la Cooperación y el Desarrollo Económico (OEDC. 2016) 

define a la biotecnología como la aplicación de principios de la matemática y la 

ingeniería para los tratamientos de materiales orgánicos e inorgánicos mediante 

sistemas biológicos para producir bienes y servicios. La biotecnología inició en los años 

cincuenta con la biología molecular al ser descubierta la estructura del material genético 

(ADN) por James Watson y Francis Crick en 1953. Así mismo, Manuel Cortés (2023) 

menciona el surgimiento de la ingeniería genética y las técnicas de ingeniería 

recombinante, así como rápidos desarrollos en nanotecnología del ADN (material 

genético artificial). Todos estos avances no hubiesen sido posibles sin la revolucionaria 

propuesta del Modelo de Doble Hélice hace setenta años atrás. Hoy en día, la 

biotecnología se considera como una actividad multidisciplinaria cuyo sustento es el 

conocimiento en diversas disciplinas como la ingeniería bioquímica y la microbiología, 

que permiten el estudio integral y la manipulación de los sistemas biológicos. 

Acosta Murillo (2022), explica como la biotecnología se clasifica por colores, 

según sus aplicaciones: verde para agricultura; roja para medicina; blanca, también 

conocida como “industrial”, ha sido empleada para obtener productos químicos, 

enzimas y catalizadores biológicos. La azul o “marina”, describe las aplicaciones en 

ambientes marinos y acuáticos. La gris es la biotecnología del ambiente aplicada al 

mantenimiento de la biodiversidad, a la preservación de las especies y la eliminación de 

contaminantes mediante el proceso de biorremediación, haciendo uso de plantas y 

microorganismos para la reducción de contaminantes.  

En esta última aplicación, su enfoque principal es la remediación y restauración 

de los sitios contaminados a bajo costo, y al mismo tiempo, es amigable con el medio 

ambiente. En el artículo de Yousuf (2020),se reportaron bacterias diazótrofas 

heterótrofas en ambientes estuarinos y costeros y se evaluó su capacidad fijadora 

mediante reducción de acetileno, y destacando Nitratireducter kimnyeongensis con alta 

fijación. Klebsiella pneumonia, K. quasipneumonia y K. variicola también mostraron 

actividad relevante. En general, las bacterias gramnegativas superaron a las 

grampositivas en fijación de nitrógeno (p<0,01).  
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Por lo general, los métodos de tratamiento biológico dependen de la capacidad 

de los microorganismos para degradar residuos aceitosos y convertirlos a compuestos 

de dióxido de carbono, agua y biomasa. Madigan y col. (2019), mencionan que la 

eficiencia de degradación, a través de reacciones bioquímicas depende de las 

condiciones controladas de pH, temperatura, humedad, disponibilidad de componentes 

que se encuentran en el ambiente, entre otros factores. 

2.2 Biorremediación de Ambientes Contaminados con Hidrocarburos del Petróleo, 
Mediante el Uso de Microorganismos   

Las bacterias son organismos pequeños que tienen una maquinaria requerida 

para el crecimiento y la replicación; están integradas por células eucariotas, proteínas, 

polisacáridos, lípidos y ácidos nucleicos. Rodríguez Uribe y col. (2021), explicaron que 

viven en diferentes medios, algunas pueden sobrevivir en un ambiente ácido, otras en 

medios alcalinos o salinos. Sus tamaños en longitud pueden variar desde 0.2 µm hasta 

8 µm, inclusive contienen diferentes estructuras tanto externas como internas junto con 

sus funciones específicas. Las bacterias se adaptan a las condiciones severas de 

latencia (factores físicos) tales como el potencial redox, pH, salinidad, temperatura, 

presión y escasez de nutrientes. De igual manera, expusieron que los hidrocarburos son 

una fuente de carbono y energía para el crecimiento bacteriano, de ese modo llegan a 

colonizar y degradar distintos contaminantes; especialmente los microorganismos que 

crecen en presencia de hidrocarburos producen una serie de sustancias con 

propiedades tensioactivas llamadas “biosurfactantes”. 

La respiración de los microorganismos influye sobre las capacidades 

metabólicas de modo que se clasifican como: organismos metanogénicos, bacterias 

sulfato reductoras, microorganismos fermentativos, bacterias reductoras de nitratos y 

bacterias reductoras de hierro, tal y como lo mencionaron Yousuf y col. (2020). En 

general, las bacterias gramnegativas superaron a las grampositivas en fijación de 

nitrógeno (p<0,01), lo que sugiere su papel clave en la producción primaria de 

bioproductos metabólicos.  

Las bacterias reductoras de nitratos utilizan nitratos como aceptores de 

electrones para reducir nitratos a nitritos y después a nitrógeno molecular o amonio. 

Según (Hernández Rivera y col., 2020), las metanógenas producen biogás que levanta 

la presión en yacimientos de petróleo, además, pueden prosperar en un amplio rango 
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de ambientes anaerobios, teniendo rangos de temperatura que van desde los límites de 

las mesófilas hasta las extremófilas. 

2.2.1 Generalidades del Petróleo 

El (Servicio Geológico Mexicano, 2017) publicó que la palabra petróleo viene del 

latín Petroleum que significa aceite de roca. Es un líquido natural oleaginoso e 

inflamable, constituido por una mezcla de hidrocarburos que se presentan en la 

naturaleza en lechos geológicos continentales o marítimos, ya sea en estado sólido, 

líquido o gaseoso, estas tres fases pueden pasar de una a otra por efecto de cambio de 

presión y temperatura. Los constituyentes del petróleo se clasifican en cuatro grupos 

orgánicos definidos: saturados (S), aromáticos (A), resinas y asfáltenos (A); a este 

conjunto se le conoce como “SARA”. De igual forma, (Pérez Muñoz y col., 2020) 

explican como las impurezas se clasifican en oleofóbicas y oleofílicas; según el tipo, las 

oleofóbicas son tratadas antes y las oleofílicas durante la refinación. La identificación de 

los componentes del petróleo representa su calidad y precio en el mercado, por tal 

razón, es importante clasificarlos de acuerdo con lo siguiente: si su base es parafínica, 

naftica o mixta. 

Según su base parafínica, suelen ser crudos muy fluidos de color claro y peso 

específico de 0.85 kgL-1. Su fórmula molecular como señaló el Servicio Geológico 

Mexicano. (2017), está en función al número de átomos de carbono e hidrógenos 

(CnHn+2) y, se caracterizan por presentar cadenas largas o ramificadas. Dentro de las 

cadenas más ligeras se consideran a los gases o ceras parafínicas, mientras que, las 

de cadena ramificadas son las de fracciones pesadas. Según (Galimzyanov y col., 

2025), los crudos de base naftica, son muy viscosos y de coloración oscura, sus 

moléculas presentan la fórmula CnHn+2, formando estructuras cíclicas. Dentro de los 

más predominantes son los naftenos de un solo anillo (de 5 a 6 Carbonos), mientras 

que, los componentes más pesados son los de dos anillos que se encuentran en la 

nafta. El Servicio Geológico Mexicano (2017), también indica que, los hidrocarburos de 

base mixta son llamados aromáticos, y se caracterizan por poseer anillos insaturados, 

con estructuras complejas de dos o tres anillos fusionados, que se encuentran en las 

fracciones más pesadas del crudo.  
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Con base en lo anterior, el crudo pesado tiene menos hidrocarburos saturados y 

mayores compuestos polares, sin embargo, cabe resaltar que los de fracción ligera, 

resultan ser más tóxicos, pero presenta mayor degradabilidad de sus componentes. De 

acuerdo con American Society for Testing & Materials (ASTM), existe otra clasificación 

según su composición con base al contenido de azufre (S) presente en el petróleo y gas 

en forma de ácido sulfhídrico H2S, tioles, mercaptanos, sulfuros, polisulfuros, etc., o 

azufre elemental; a esta propiedad se le atribuye el término dulce (Sweet) y agrio 

(Sour), con valores inferiores al 0.50 % y superior al 0.50 % de S, respectivamente. Con 

referencia al, American Petroleum Institute (API), el petróleo crudo se clasifica con base 

a su densidad en ºAPI (Tabla 1). Esta escala es un comparativo del peso del 

combustible contra el peso del agua a una temperatura específica de 289 °K (15.56 ºC). 

ASTM International. (2024). 

Tabla 1 

Tipos de petróleo crudo en función de los grados API 

Crudo Densidad (g.cm-3) Densidad Grados API 

Extrapesado >1.0 10.0 
Pesado 1.0 – 0.92 10.0 – 22.3 
Mediano 0.92 – 0.87 22.3 – 31.1 
Ligero 0.87 – 0.83 31.1 – 39.0 

Superligero <0.83 >39.0 

 

En la Tabla 2 se enlistan los tipos de crudos mexicanos y sus valores de 

contenido de azufre, volumen de agua (%), sedimentos (%) y densidad °API. Esta última 

es considerada por (API) como una de las más importantes siendo el petróleo, ligero el 

más cotizado del mercado. Moscoso-Baeza y de Escobar-Fernández (2022), dicen que 

en México existe una mezcla de crudos, y desde el 2018 el país se mantiene en el 

undécimo lugar con mayor reserva de producción de petróleo crudo y principal fuente 

energética.  
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Tabla 2  

Tipos de petróleos mexicanos 

Benchmark °API Azufre (% en peso) 
Agua y sedimentos  

(% volumen) 
Maya 21.0 – 22.0 3.4 – 3.80 0.5 
Istmo 32.0 – 33.0 1.80 0.5 

Olmeca 38.0 – 39.0 0.73 – 0.95 0.5 
Altamira 15.0 – 16.5 5.5 – 6.00 1.0 

 

2.3 Aislamientos de Bacterias en Aguas Congénitas   

En México, (Montiel Garza, 2019) menciona que, la empresa paraestatal 

Petróleos Mexicanos (PEMEX), realiza la desalación y deshidratación del crudo 

mediante la separación del agua por campo eléctrico que debilita la barrera interfacial 

agua-aceite; lo que genera un efluente de agua residual que representa un problema 

potencial durante el proceso de producción de hidrocarburos, impactando al ambiente 

marino y afectando a la flora y fauna. Las aguas congénitas son un tipo de agua 

residual que se halla dentro de la roca, asociada a la presencia de hidrocarburos, puede 

contener sales disueltas como cloruro de calcio, sodio, carbonato de sodio, cloruro de 

potasio, sulfato de calcio, bario, incluso algunos metales pesados. En mayo de 2003, se 

aprobó la Norma Oficial Mexicana NOM-143-SEMARNAT-2003, publicada en el (Diario 

Oficial de la Federación, 2005), que establece las especificaciones ambientales para el 

manejo del agua congénita. En México durante el 2002, en la explotación de petróleo 

crudo y de gas natural, se produjeron 12.09 millones de metros cúbicos de agua 

congénita de los cuales se reinyectó 86.4% y se dispuso en cuerpos receptores el 

14.6% restante. 

Se ha descubierto vida microbiana en ambientes marinos extremos, que han 

sido clasificados como extremófilos y termófilos. Según (Joseph, 2023), estos 

organismos presentan una complejidad celular con mecanismos bioquímicos efectivos 

de protección de órganos y celular, que les permiten la adaptación a las condiciones 

adversas. (Rao y col., 2022) argumentaron que, a través de técnicas microbiológicas se 

llevan a cabo aislamientos de microorganismos, su identificación y adaptación en 

condiciones in vitro. Con el paso del tiempo, han adquirido mayor relevancia en áreas 

biomédicas, farmacéuticas, agrícolas, etc. 
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2.3.1 Bacterias Extremófilas y Productoras de Biotensioactivos 

(Madigan y col., 2015) afirmaron que la biodiversidad microbiana representa el 

60 % de la biomasa total en el planeta, habitan en el subsuelo marino y terrestre, y 

tienen mayor diversidad metabólica. Así mismo, (Rao y col., 2022) explicaron que, en el 

planeta existen ambientes extremos que presentan temperaturas altas entre 55–121 ºC 

o bajas de 22 a 20 ºC, salinidad de NaCl 2–5 M, alcalinidad con pH>8 y acidez con 

pH<4, que sustentan la vida de otros grupos de microorganismos que sobreviven a tan 

diversas condiciones. (Lara-Severino y col., 2017) hallaron otros microorganismos 

heterótrofos como pseudomonas, acinetobacterias y micrococcus que reducen el 

oxígeno, nitrato, sulfato, y algunos bicarbonatos, mediante reacciones de oxido-

reducción. Mientras que los autótrofos reducen el manganeso, hierro, bicarbonatos y 

nitrógeno. Generalmente, para su crecimiento óptimo, las bacterias requieren 

condiciones fisiológicas de salinidad y pH y se categorizan en halófilas, halotolerantes, 

alcalófilos o alcalotolerantes. 

2.4 Tipos de Biotensioactivos y su Aplicación en la Industria 

De ahí que (Joseph, 2023), reportó un aumento en el interés por investigar y 

desarrollar proyectos biotecnológicos empleando microorganismos aislados de hábitats 

con altas concentraciones de salinidad, hidrofobicidad, y temperaturas extremas. 

expusieron la producción de metabolitos microbianos como exopolímeros, 

lipopolisacáridos extremoenzimas y biotensioactivos, compuestos anfifílicos que 

solubilizan fases inmiscibles y actúan como emulsionantes, espesantes, antioxidantes y 

agentes quelantes. Según Ali y col. (2020), los biotensioactivos tienen aplicaciones en 

las industrias farmacéutica y médica, alimentaria, cosmética, pesticida, petrolera y de 

biodegradación. Por otro lado, los hidrocarburos policíclicos y aromáticos (HPA) 

presentan alta toxicidad, propiedades mutagénicas y carcinogénicas. Aunque, (Ahmad y 

col., 2018) afirmaron que estos son biorremediados a través del uso de biotensioactivos, 

que son moléculas anfifílicas con propiedades tensioactivas, emulsionantes y 

dispersantes. Algunos ejemplos se enlistan en la Tabla 3, que presenta los principales 

biotensioactivos de origen microbiano que mejoran la biodisponibilidad, facilitan la 

asimilación de sustratos insolubles e incrementan la solubilidad. 
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Tabla 3  

Principales biotensioactivos de origen microbianos 

Clase Fuente microbiana 

Glicolípidos 

Pseudomonas aeruginosa 

Pseudomonas cepacia 

Lysinibacillus sphaerica 

Rhodococcus sp 

Nocardia farcinica 

Candida bombicola 

Starmerella bombicola 

Candida sphaerica 

Candida magnolia 

Torulopsis petrophilum Torulopsis apícola 

Lipopéptidos 

Bacillus subtilis 

Kocuria marina 

Bacillus licheniformis 

Fosfolípidos 
Pseudomonas putida 

Thiobacillus thiooxidans 

Biosurfactantes poliméricos 
Candida lipolytica  

Acinetobacter calcoceticus 

 

2.5 Inmovilización de Bacterias Potencialmente Degradadoras de Petróleo en Matrices 
Orgánicas e Inorgánicas 

El uso de células bacterianas inmovilizadas en el área ambiental se ha 

incrementado por la gran biodiversidad de microorganismos identificados fenotípica y 

genotípicamente. Existen procesos biotecnológicos llevados a cabo mediante el uso de 

células inmovilizadas, y que emplean técnicas como adsorción y atrapamiento en 

matrices poliméricas bajo mecanismos de interacción iónica. Para esto, (Ambaye y col., 

2021) reportaron el uso de materiales con áreas superficies grandes (>1.0 gm-2) tales 

como el carbón activado, agar, gel de poliacrilamida, alginatos, quitosano, residuos 

lignocelulósicos, etc. La aplicación de estos materiales es principalmente el campo 

ambiental como la agricultura, biocontrol, aplicación de pesticidas y fertilizantes, 
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degradación de contaminantes en aguas subterráneas, etc. Como indicaron (Farias y 

col., 2021), los materiales de soporte deben cumplir con algunas características como, 

alta resistencia mecánica, porosidad, biodegradabilidad, entre otras. De ahí que, en 

procesos de sorción de contaminantes, las células bacterianas inmovilizadas favorecen 

la disolución y difusión del fluido a través de los poros del soporte, además, la presencia 

de sustancias tensioactivas incrementa la transferencia y favorecen el consumo y 

transporte difusivo del contaminante a través de la matriz del soporte.  

Azees y col. (2022) reportaron la inmovilización de S. cerevisiae en alginato de 

calcio con NP magnéticas para aumentar la producción de bioetanol de trigo, logrando 

un rendimiento óptimo de (49.71 gL-1). Por otro lado, se obtuvieron 45.66 gL-1 y 36.52 

gL-1 de bioetanol mediante células inmovilizadas y células libres respectivamente, en 

condiciones óptimas de pH 4.5, 72 h a 28 ºC. Por otra parte, (Reyes Reyes, 2018) 

señaló que, un consorcio bacteriano de cinco cepas degradadoras de crudo de los 

géneros bacillus sp., pseudomonas sp, serratia sp, raoultella sp y enterobacter sp, 

inmovilizadas en matrices orgánicas (alginato de sodio y poliuretano), resultaron más 

eficientes en términos de cantidad de biomasa bacteriana. 

2.6 La Nanotecnología en Procesos Ambientales 

Según indicó Salem (2023), la nanotecnología, es una disciplina diversa e 

interdisciplinaria, examina numerosas áreas de la ciencia y la tecnología a escala 

nanométrica. Dado que las estructuras biológicas como el ARN, ADN y orgánulos 

subcelulares pueden considerarse nanoestructuras, la nanotecnología y la biotecnología 

también han estado estrechamente vinculadas a la nanociencia. 

Araújo y col. (2022), expuso como la nanobiocatálisis ha desarrollado nuevas 

biotransformaciones que abarcan interacciones moleculares complejas a nivel atómico 

entre el medio ambiente y todos los componentes de la reacción. Dando a los 

materiales nanoestructurados una especial atención como soporte para la 

inmovilización de enzimas, se han desarrollado diversos trabajos sobre nanobiocatalisis. 

En la investigación de (Silva-Torres y col., 2019), se sintetizaron nanojaulas de Cu(OH)2 

con un tamaño medio de 170 nm, utilizados como soporte para la inmovilización 

covalente con enzimas ligninolíticas fúngicas (versátil peroxidasa y lacasa). En este 

estudio, ambas enzimas tienen la capacidad de degradar una amplia gama de 

contaminantes, las nanocajas de lacasa exhibieron una tasa catalítica 18 veces mayor 
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inmovilizadas, en comparación a las enzimas libres. Por otro lado, Sadeghi, A. (2024), 

expusieron que las levaduras encapsuladas tienen diversas aplicaciones industriales en 

diferentes áreas de la biotecnología, como la biorremediación de toxinas o metales 

pesados, la biofiltración y la producción de biocatalizadores o bioetanol. 

Ahmad y Reddy (2019), demostraron mediante un consorcio inmovilizado sobre 

nanopartículas de óxido de zinc el aumento de la producción en promedio de 4.5 L de 

biogás, a partir de aguas residuales. Además de la reducción de CH4 y la demanda 

química de oxígeno a 84.5 y 95.7 %, respectivamente. Además, este bioproceso se 

realizó en un reactor aerobio que permitió examinar la capacidad de retención de 

biomasa en términos de sólidos volátiles y actividad metanogénica específica. 

Finalmente, los científicos están desarrollando mecanismos de inmovilización 

microbiana en soportes nanoestructurados para la obtención de nuevos 

nanobiocatalizadores con altas propiedades específicas. 

2.6.1 Materiales Nanoestructurados Aplicados en la Remediación de la Contaminación 

Ali, N. (2020), definió que los nanomateriales son sistemas que contienen 

partículas al menos con una dimensión en el nanómetro (10-9 del metro). Trata de 

materiales o estructuras a escala nanométrica y se define como el diseño, la fabricación 

y aplicación de nanoestructuras o nanomateriales y la comprensión fundamental de las 

relaciones entre las propiedades físicas o de los fenómenos y sus dimensiones. La 

nanotecnología, con base a Aziz y col. (2020),  involucró una transición de la mecánica 

clásica a la mecánica cuántica. Es decir, el contar con materiales de dimensiones 

cercanas a las distancias interatómicas, pone de manifiesto la necesidad de atender 

conceptos de uniones químicas, fuerzas de interacción, y fuerzas de enlace, lo cual 

implica trabajar con sistemas más complejos. Según Chávez-Hernández, J. A., (2024), 

la Agencia del Medio Ambiente (EPA) de EUA, clasifica a los nanomateriales en:   

 Basados en carbono: estos suelen adoptar formas de esferas huecas y 

otras de formas cilíndricas que reciben el nombre de nanotubos, como el 

grafeno y nanotubos de carbono.   

 Los basados en metales: se encuentran las nanopartículas de oro, y 

plata y óxidos metálicos como el dióxido de titanio (TiO2). 

 Puntos cuánticos, como los puntos cuánticos de cerio. 
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 Dendrímeros: son nanoestructuras poliméricas ramificadas, presentan 

propiedades importantes para el área de la catálisis, y la administración 

de fármacos. 

 Compuestos: son aquellas que combinan estructuras orgánicas e 

inorgánicas. 

Esta clasificación ayuda a identificar sus propiedades, aplicaciones y riesgos 

potenciales en diferentes industrias, favoreciendo un enfoque más seguro en su uso y 

regulación. Por otra parte, (Cadena Castro y col., 2018) mencionaron que, los 

nanomateriales híbridos (NHM), son una clase de nanomateriales biocompatibles, 

empleados como dispositivos para la administración de agentes terapéuticos activos o 

agentes para bioimágenes. Las NPs metálicas/óxidos metálicos son un tipo de NHM 

que presentan nuevas propiedades eléctricas, ópticas magnéticas y químicas, así como 

también interactúan con polímeros, surfactantes, óxidos metálicos y otras moléculas 

orgánicas. En este sentido, el diseño y la aplicación de materiales nanoestructurados 

representa un área importante de creciente interés.   

2.7 Nanopartículas de Óxido de Zinc (NPZnO) 

Nunes y col., (2019), señalaron que, los óxidos metálicos de transición 

nanoestructurados son de interés en nanobiotecnologia por sus propiedades ópticas y 

eléctricas, con sus cristales semiconductores unidos con la energía de enlace (60 meV). 

De igual manera explicaron que el ZnO, posee una alta transmitancia en el rango visible 

y una banda prohibida amplia (~3.3 eV), lo que lo hace ideal para dispositivos 

optoelectrónicos como celdas solares y LEDs UV. Por otro lado, presenta una excelente 

estabilidad térmica y dureza moderada, buena adherencia en sustratos, siendo útil en 

recubrimientos y protectores. En la Figura 1 se presentan las tres estructuras cristalinas. 
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Figura 1 

Estructuras cristalinas del óxido de zinc 

 

El ZnO presenta tres estructuras cristalinas: a) zinc blenda, b) wurtzita y c) sal de 

roca; siendo esta última la más estable, su celda unitaria la conforman cuatro átomos 

ordenados de la forma ABAB (Zn-O-Zn-O). Con base a (Sharma y col., 2022) la 

estructura cristalina hexagonal wurtzita es considerada termodinámicamente estable, 

pertenece al grupo espacial P63mc (C46v) compuesta por la combinación alternada de 

planos de oxígeno y de zinc que se apilan a lo largo de eje c, con una distancia de 

separación conocida como el parámetro de red. Los parámetros de red para el ZnO, en 

condiciones moderadas de presión y temperatura, oscilan entre 3.2475 – 3.253 Å, para 

a y 5.213 – 2075 Å para c. En consecuencia, el ZnO nanoestructurado, se considera 

importante en la industria de la cerámica, aunado a, su baja toxicidad, biocompatibilidad 

y biodegradabilidad lo hace en un material de interés para la biomedicina y en sistemas 

ambientales.  

2.7.1 Síntesis de Mecanoquímica para la Obtención de Nanopartículas de ZnO 

El término mecanoquímica se refiere a las reacciones químicas que involucran 

reactivos en cualquier estado de agregación, pero comúnmente se usa para reacciones 

sólido–sólido, en donde la energía necesaria para llevar a cabo la reacción involucra un 

proceso o tratamiento mecánico. Este método se ha empleado en los últimos años para 

sintetizar materiales, que a temperaturas habituales de trabajo no muestran la 

reactividad necesaria para su formación, o bien, según (Vazquez Olmos y col., 2018), 

para la preparación de compuestos que, en condiciones normales (presión y 

temperatura), son estables o no pueden ser obtenidos por métodos de síntesis 
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convencionales la activación mecanoquímica es una alternativa, ya que los sólidos 

cambian su reactividad, debido a la acumulación de defectos en situación de no 

equilibrio, lo cual repercute en la disminución de las energías de activación para que se 

lleven a cabo algunas reacciones químicas. La acción mecánica que se ejerce sobre los 

reactivos permite llevar a cabo una reacción química que hace posible obtener nuevos 

compuestos, con dimensiones nanométricas. (Singh y col., 2019) mencionaron que en 

general, la energía mecánica que se aporta a los reactivos en estado sólido puede 

acumularse en la deformación plástica de los cristales, produciendo defectos cristalinos. 

Para la obtención de nanoestructuras de óxidos metálicos involucra la molienda de las 

sales metálicas de partida, generalmente cloruros o acetatos, en presencia de una base 

(NaOH o KOH), el producto obtenido se lava con agua y posteriormente con acetona, 

separando por centrifugación; en algunos casos se puede llevar a cabo un tratamiento 

térmico por 400, 600 y 800 ºC, durante 2 horas, tal como lo demostraron (Salahuddin y 

col., 2015). Por lo tanto, la mecanoquímica se considera una técnica sencilla y de bajo 

impacto ambiental. 

2.7.2 Síntesis de Sol gel para la Obtención de Nanopartículas de ZnO 

Existen diversos métodos de síntesis para la obtención de ZnO que dan como 

resultado partículas con diferentes características morfológicas y variaciones en sus 

propiedades físicas. El método sol gel, es una técnica de vía húmeda que permite 

obtener nanopartículas a partir de soluciones precursoras, donde se disuelve acetato de 

zinc en agua destilada y se combina con hidróxido de sodio bajo agitación constante, lo 

cual provoca la formación de un precipitado blanco. Luego, con base a (Murguía y col., 

2022), el xerogel formado se somete a un tratamiento hidrotermal a temperaturas de 

100 °C, 120 °C y 140 °C durante 24 horas. Mediante esta síntesis, las micropartículas 

de ZnO se lavan, se secan a 80 °C. Por último, el material se somete a un proceso de 

calcinación a 500 °C durante tres horas para mejorar su cristalinidad. Esta técnica, 

obtenida de (Vignesh y col., 2022), influye en la morfología, tamaño de partícula y 

porosidad del material, así también, el proceso de calcinación favorece la cristalinidad 

del material. Por tal razón, siendo el método sol gel de baja temperatura representa un 

proceso eficiente y reproducible. 
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2.7.3 Síntesis de Precipitación para la Obtención de Nanopartículas de ZnO 

Para desarrollar dispositivos confiables es necesario conocer la morfología, la 

estructura cristalina y ajustar sus parámetros, en los métodos de preparación. Según la 

metodología de (Uribe-López y col., 2021), el método de precipitación consiste en el 

depósito de un óxido hidratado o de un hidróxido sobre la superficie de un soporte, 

como resultado de un aumento gradual y homogéneo del pH de la solución en la que el 

soporte es suspendido. Los agentes basificantes típicos son, NaOH, KOH, los 

carbonatos o las bases de retardo como la urea. El precipitado puede ser nucleado por 

la superficie del soporte, donde toda la fase activa es ligada al soporte precipitándose al 

fondo de la solución. Este método, así como las adsorciones iónicas presentan la 

ventaja sobre la impregnación de la mayor parte de los contraiones del precursor 

metálico puede eliminarse de manera eficiente por medio de lavados repetidos de la 

muestra luego del depósito del precursor metálico. De acuerdo con Aziz, A. (2020) y 

Kulkarni (2015), la obtención de las nanopartículas se logra luego de un tratamiento 

térmico del precursor metálico en interacción con el soporte, en atmósfera de gases 

reductoras u oxidantes dependiendo de las propiedades químicas de las especies 

depositadas y el estado de oxidación deseado del material depositado. En la sección del 

desarrollo metodológico se presenta la simplicidad del método de síntesis por 

precipitación de nanopartículas de óxido de zinc. 

 Si bien, las diferentes propiedades físicas y químicas del ZnO tienen un impacto 

significativo en el rendimiento fotocatalítico de las nanopartículas.  En la presente 

investigación se evaluará la biocompatibilidad de las nanopartículas de ZnO como 

soporte para el encapsulamiento de bacterias, para la degradación de agua 

emulsionada con hidrocarburos y la eficiencia del proceso de biocatálisis. 

2.8 Principios Físicos de las Técnicas Empleadas en el Análisis Fisicoquímico, 
Morfológico y Estructural de los Polvos de ZnO Sintetizados. 

2.8.1 Difracción de Rayos X (DRX) 

En esta técnica la energía de radiación de los rayos X se transfiere a un electrón 

que se encuentra en las capas más internas del átomo. El fotoelectrón removido 

transporta cierta energía cinética. Esta energía corresponde a la energía inicial del fotón 

de rayos X (hv) menos la barrera de potencial que el electrón debe vencer para poder 

salir de la muestra, este es conocido como energía de enlace y función de trabajo. La 
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característica de tener una longitud de onda del orden de los Armstrong, que es el rango 

común para las distancias interatómicas en los sólidos. Según, Sharma y col. (2022), el 

fenómeno de difracción ocurre durante la interacción entre un haz de rayos X y un 

sólido cristalino, además del proceso de absorción. 

Conforme a (Modena y col., 2019), la difracción de rayos X, permite determinar 

los componentes, forma y tamaño del cristal, que se obtiene analizando el ancho total a 

la mitad del máximo (FWHM) de las reflexiones de Bragg, dado que cada pico de Bragg 

está asociado con una dirección cristalográfica única, el FWHM. De acuerdo con Arab, 

O. y col. (2023), los diferentes tamaños para las diferentes direcciones cristalográficas 

se asocian con una forma específica de los cristalitos. Para una dirección cristalográfica 

definida, el valor medio del tamaño del cristal se puede estimar utilizando la ecuación 1 

de Scherrer. 

Dhkl = Kλ / B cosθ   (1) 

Donde Dhkl es el tamaño del cristalito en la dirección perpendicular a los planos 

de la red, hkl son los índices de Miller de los planos que pertenecen al pico que se está 

analizando, K es un factor numérico conocido como el factor de forma del cristalito, λ es 

la longitud de onda de los rayos X, Bhkl es la FWHM del pico de difracción en radianes 

y θ es el ángulo de Bragg. 

2.8.2 Microscopía Electrónica de Transmisión 

La microscopía electrónica de transmisión (MET) es, una de las técnicas de 

caracterización de nanopartículas más importantes de acuerdo con (Modena y col., 

2019). Esta técnica emplea un haz de electrones enfocado sobre una muestra delgada 

(menor a 200 nm) para producir micrografías de materiales con una alta resolución 

espacial lateral. Xiao y col. (2024) señalaron que, además, la microscopía electrónica de 

transmisión proporciona una gran cantidad de información sobre la morfología, la 

microestructura y la dinámica de las propiedades químicas de los materiales a escala 

micro y nano.  

Esta técnica, permite estudiar la estructura cristalina de regiones microscópicas 

seleccionadas de materiales cristalinos al confinar y enfocar en el espacio el haz 

incidente y detectar el patrón de difracción de electrones resultante. (Torres-Gomez y 

col., 2020) explicaron que debido a que presenta una alta resolución espacial y 
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selectividad, la TEM permite la identificar el tamaño, la forma y la estructura cristalina a 

nivel de partícula individual con resolución nanométrica. Para comprender las 

interacciones de los electrones incidentes, se analiza desde dos enfoques: Los 

electrones que ionizan a los átomos de la muestra y los electrones que se dispersan 

debido a la interacción con la muestra. (Paraguay-Delgado, 2020) 

Los procedimientos de preparación de muestras, medición y análisis pueden 

resultar laboriosos, ya que la microscopía electrónica de transmisión representa un 

método con elevados costos de adquisición y mantenimiento. 

2.8.3 Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) 

El microscopio electrónico de barrido permite obtener imágenes de la superficie 

de la muestra al detectar los electrones secundarios emitidos por la muestra. Patil, R. M. 

y col. (2022), explicaron que la microscopía electrónica de barrido (SEM), es un método 

no invasivo que utiliza un haz enfocado de electrones de alta energía se pueden 

obtener imágenes de materiales con anchos que varían en promedio de 1 cm a 5 μm 

utilizando técnicas SEM convencionales y aumentos que varía de 20× a alrededor de 30 

000×, resolución espacial de 50 a 100 nm. Además, la energía del haz que utiliza es 

más bajas en comparación con la caracterización por TEM, lo que resulta en una 

profundidad de penetración limitada del haz y, por lo tanto, es sensible a la superficie de 

la muestra.  

Sin embargo, aún existen vacíos en la comprensión de cómo optimizar sus 

parámetros para diferentes materiales. Bielicka, M. y col. (2025), explicaron que muchos 

estudios se enfocan en materiales específicos, pero faltan directrices que orienten el 

ajuste de variables como el voltaje de aceleración, el tamaño del punto y la ampliación. 

Estos parámetros afectan directamente la calidad de la imagen y deben adaptarse 

según las propiedades del material, como la conductividad, en especial, el voltaje de 

aceleración es crucial, ya que determina la penetración de los electrones y la interacción 

con el material, influyendo en el contraste y la claridad. 

Por lo tanto, la caracterización por SEM es mucho más fácil de usar y permite 

mediciones más rápidas, presenta costos de adquisición y mantenimiento más bajos. 

Así también, permite estudiar la composición y emplear soportes conductores para 

obtener imágenes de alta resolución para muestras no conductoras mediante una 
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película metálica delgada (5 a 10 nanómetros), donde la ionización de la superficie se 

puede reducir mediante la interacción con el gas a baja presión en la cámara de 

medición. Para evitar la oxidación y la contaminación del filamento, así como para 

reducir las colisiones entre las moléculas de aire y los electrones, el filamento y la 

muestra deben alojarse en una cámara de vacío.  

Por último, las imágenes de SEM solo proporcionan datos acerca de la 

estructura de la superficie de la muestra, mientras que TEM interactúa con todo el 

volumen de la muestra, por lo que brinda información sobre la estructura de la muestra. 

2.8.4 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) 

Conforme lo expuesto por Lutomia, D. y col. (2025), la técnica FT-IR se basa en 

la medición de la absorción de la radiación electromagnética en la región del infrarrojo 

medio, entre 4000 y 400 cm−1. El principio básico es la excitación de los modos de 

vibración y rotación de los enlaces entre las moléculas al ser irradiados con un haz de 

luz infrarroja, por la presencia de grupos funcionales. Por lo general, una molécula 

puede absorber radiación IR si posee un momento dipolar variable en el tiempo, y su 

frecuencia de oscilación es la misma que la frecuencia de la luz IR incidente, en una 

molécula las vibraciones involucran varios pares acoplados de átomos o enlaces 

covalentes, cada uno de los cuales debe considerarse como una combinación de los 

modos normales.  

Por lo tanto, según Patil, R. M. (2022), el espectro IR, de absorción o transmisión 

con la frecuencia IR incidente, sirve como una característica "huella digital molecular" 

que se puede utilizar para identificar muestras orgánicas e inorgánicas. Por lo tanto, 

esta técnica sirve como una herramienta versátil para caracterizar nanomateriales, 

proporcionando información detallada sobre su composición química, grupos 

funcionales y modificaciones superficiales. (Lutomia, D. y col. 2025). 

La región infrarroja se puede subdividirse en tres regiones denominadas 

infrarrojo cercano, medio y lejano, cuyos límites aproximados corresponden a 0.78 - 2.5, 

2.5 - 50, 50 - 1000 μm del intervalo de longitud de onda, respectivamente. La región 

donde se producen los modos de vibración y rotación de los enlaces entre los átomos al 

ser irradiados con un haz está entre 2.5 y 25 μm (4000–400 cm−1) lo cual se considera 

como la región del IR cercano. 
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De acuerdo con (Kumar y col., 2019), cuando la energía de excitación 

vibracional de las moléculas está en el rango de 1013-1014 Hz corresponde a la radiación 

IR y las transiciones vibracionales de los grupos funcionales, por lo tanto, los espectros 

de absorción, emisión y reflexión en el infrarrojo, de especies moleculares, se pueden 

explicar asumiendo que todos son el resultado de los distintos cambios energéticos 

producidos en las transiciones de las moléculas de unos estados de energía 

vibracionales y rotacionales.  

Sin embargo, la espectroscopia IR presenta algunas limitaciones, como la 

incapacidad para determinar el peso molecular de las sustancias, la posición relativa de 

diferentes grupos funcionales en una molécula y la pureza de una sustancia 

desconocida. A pesar de estas desventajas, la miniaturización de dispositivos de 

detección IR y el uso de fuentes de luz avanzadas han mejorado la calidad de los 

espectros, además reduce el tiempo de adquisición de datos y mejora la relación 

señal/ruido lo que la convierte en una herramienta valiosa en el análisis de 

nanomateriales. 

2.9 Análisis de las propiedades texturales de las partículas por adsorción (BET) 

En (Kulkarni, Synthesis of Nanomaterials—I (Physical Methods), 2015), 

expusieron que la técnica de adsorción de nitrógeno es un parámetro fundamental para 

la caracterización de nanomateriales y sólidos porosos. Este método se basa en la 

adsorción física de gases a bajas temperaturas para calcular la cantidad de gas retenido 

en la superficie del material, lo que permite determinar el área superficial, distribución 

del tamaño de poro y volumen de poro accesible de un material determinado.  

Las propiedades texturales de las partículas se determinan mediante la 

evaluación de las isotermas de adsorción. De acuerdo con Gökırmak Söğüt & Gülcan, 

(2023), una isoterma, es un gráfico que muestra la variación de la cantidad de material 

adsorbido con la presión o la concentración bajo condiciones de equilibrio a temperatura 

constante. El rendimiento del proceso de adsorción se ve afectado en gran medida por 

los parámetros como la presión, temperatura, propiedades adsorbentes y el área 

superficial. Un proceso de adsorción se comprende mejor a partir de las isotermas, pero 

no se puede obtener información sobre la velocidad de adsorción a partir de ellas 

utilizando diferentes técnicas de análisis de datos, como el método Brunauer Emmett–

Teller (BET). (Modena y col., 2019) reportaron como las isotermas de sorción se 
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subdividen en ocho tipos diferentes según la definición de la IUPAC. Así mismo, 

mediante datos experimentales se clasifican en microporoso (tamaño de poro inferior a 

2 nm), mesoporoso (entre 2 y 50 nm) o macroporoso (superior a 50 nm). El área 

superficial específica del volumen (VSSA) puede emplearse para clasificar a los 

materiales no porosos como nanomateriales. La VSSA se define mediante la ecuación 

(2): 

VSSA=SSA ρ×SV     (2) 

Donde S es la superficie externa de la muestra, V es el volumen sólido, SSA es 

el área superficial específica (superficie por masa) y ρ es la densidad del material. 

Según la recomendación de la Comisión Europea (CE), se considera un nanomaterial si 

presenta una VSSA mayor a 60 m2cm−3. Así también, Gökırmak Söğüt & Gülcan, (2023) 

expusieron que la medición de la superficie BET es esencial en diversas aplicaciones 

científicas e industriales, tales como catálisis, adsorción de contaminantes y desarrollo 

de sensores avanzados. En los nanomateriales, una alta área superficial específica 

conduce a una mayor reactividad química, lo que mejora los procesos catalíticos, 

además, en la fabricación de dispositivos electrónicos, así como en el almacenamiento 

de energía (baterías y supercapacitores), que puede lograr una mayor capacidad de 

carga y eficiencia. 

Sin embargo, la medición precisa de la superficie BET requiere condiciones 

controladas de temperatura y presión, ya que factores como la presencia de impurezas 

o la heterogeneidad de la superficie pueden afectar los resultados. Por lo tanto, la 

determinación precisa del área superficial específica es clave para el desarrollo de 

materiales avanzados y su aplicación en múltiples campos, asegurando un mejor 

rendimiento y eficiencia en procesos industriales y de investigación. 

2.10 La espectrofotometría de absorción por UV-Vis 

Patil y col. (2022), explican que, esta técnica analítica mide la luz que pasa a 

través de una muestra y se basa en el principio de que la radiación UV es absorbida por 

las moléculas, lo que provoca la excitación de los electrones desde el estado 

fundamental a un estado de mayor energía.  
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Según Thermo Fisher Scientific, la espectrofotometría UV-Vis, es utilizada para 

caracterizar materiales orgánicos, inorgánicos y biológicos mediante la medición de la 

absorción de luz en las regiones ultravioleta (190-400 nm) y visible (400-800 nm) del 

espectro electromagnético. De acuerdo con Dey y col. (2025), la longitud de onda de un 

material puede estimarse midiendo la cantidad de luz que absorbe o dispersa la 

muestra, la cual es proporcional a la concentración de las moléculas, de acuerdo con la 

ley de Beer- Lambert.  

En el ámbito de los nanomateriales, (Kumar y col., 2019) evidenciaron que la 

espectrofotometría UV-Vis es fundamental para determinar la relación entre el espectro 

de absorción y la distribución del tamaño de partículas, como los nanocristales 

cuánticos y nanopartículas metálicas en los sistemas de dispersión coloidal. Esta 

técnica se distingue por su sencillez de manejo y rápido análisis, lo que la hace una 

herramienta útil en varias disciplinas como la medicina, la investigación y el análisis 

forense. Sin embargo, es importante tener en cuenta que el rendimiento del dispositivo 

puede degradarse por el ruido de la fuente de luz y los componentes electrónicos del 

espectrofotómetro. 
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III. Metodología 

La metodología desarrollada en esta tesis se presenta en el diagrama 

esquemático de la Figura 2, que establece mediante bloques la experimentación con el 

sustrato, la bacteria, las nanopartículas de ZnO y el sistema nanobiocatálitico, con el fin 

de alcanzar los objetivos propuestos. 

Figura 2 

Diagrama de experimentos realizados para alcanzar los objetivos propuestos 

 

 

3.1 Obtención de las Nanopartículas de Óxido de Zinc 

En este trabajo de tesis se propuso realizar la inmovilización de bacterias de 

Acinetobacter b. en un soporte polimérico funcionalizado con NPZnO. Inicialmente, se 

consideró el tamaño de la partícula de ZnO como variable de estudio, dado que este 

impactaría en la integridad de la bacteria al ser inmovilizada en un polímero. Por tal 

razón, se propuso un diseño simple de experimentos donde las variables de estudio 

fueron; el método de síntesis (Sol-gel, Mecanoquímica, Hidrotermal y Precipitación) bajo 

las condiciones de los tratamientos de secado y térmico, propuestos en la Tabla 4. Las 
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NPs de ZnO se caracterizaron mediante DRX, FT-IR, SEM, EDS, ADSORCIÓN DE N2 y 

UV-vis, para identificar sus propiedades estructurales, morfológicas y texturales, ya que 

estas favorecerían el proceso de inmovilización y el desempeño nanobiocatalítico. 

Tabla 4  

Diseño factorial simple de la evaluación del ZnO nanoestructurado 

Método de síntesis 
Tratamiento 

Caracterización 
Secado Térmico 

 80 °C 
400 
°C 

500 
°C 

 

Sol-gel 
(SG) 

X X X 

DRX, SEM Y TEM, ADSORCIÓN N2 Y UV-
VIS 

Hidrotermal (HT) X X X 
Precipitación (PP) X X X 
Mecanoquímica 

(MS) 
X X X 

 

3.2 Evaluación Estructural, Textural y Morfológica del Óxido de Zinc Nanoestructurado 

Los polvos de ZnO obtenidos a partir de las síntesis de Sol gel, precipitación y 

mecanoquímica; fueron identificadas como SG-400, PP-400, MQ-20, MQ-40, 

respectivamente (Tabla 5).  

Tabla 5  

Nomenclatura de las muestras de polvos de ZnO caracterizadas 

Etiqueta Características de las muestras 

SG-400 
Muestra de polvo sintetizada por sol gel con relación molar de los precursores de 
acetato de zinc dihidratado, monoetanolamina (96 %, Sigma-Aldrich) y 2-propanol. 

PP-400 
Muestra de polvo sintetizada por precipitado, con relación molar de los 
precursores de nitrato de zinc hexahidratado a (98 %, Sigma-Aldrich®) y 
carbonato de sodio anhidro (99 %, Baker®). 

MQ-60 
Muestra de polvo sintetizada por mecanoquímica con 60, 40 y 20 min. 
respectivamente de molienda de precursores a base de cloruro de zinc, carbonato 
de sodio y cloruro de sodio. 
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Las muestras fueron caracterizadas mediante difracción de rayos X (DRX), 

microscopía electrónica de barrido (SEM) y área superficial (BET). El análisis de DRX 

se realizó con el difractómetro de polvos Malvern Panalytical Mod. Empyrean, en un 

rango de medición de 25-80º, en escala 2θ grados con una radiación CuKα a 40 KV 

30mA. Así como el tamaño del cristal se calculó mediante la ecuación de Scherrer. 

Además, la forma y tamaño de los polvos se analizaron por microscopía electrónica de 

barrido (SEM) acoplada con un sistema de detección de energía dispersiva de rayos X 

(EDS). Para el estudio morfológico, las muestras fueron recubiertas con oro-paladio y 

analizadas mediante detector de electrones secundarios a 12-18 kV de voltaje de 

aceleración en condiciones de alto vacío a diferentes aumentos (50000-150000 X). Las 

mediciones del tamaño de las partículas de ZnO se obtuvieron mediante el software 

Imagen J 1.52a. El área superficial se determinó por la adsorción de N2, a partir de las 

isotermas de adsorción y desorción, las cuales se analizaron en un equipo Quanta 

chrome Autosorb-iQ-AG. Previo al análisis, las muestras fueron desgasificadas a 300 ºC 

durante 3 h. con Gökırmak Söğüt & Gülcan (2023).  

3.2.1 Síntesis de Nanopartículas de ZnO por el Método de Precipitación 

La síntesis de polvos de ZnO, se realizó por el método de precipitación directa. 

Se preparó una disolución precursora de ZnNO3 (Sigma Aldrich®) a 0.25 M, a la cual se 

le añadió una disolución precipitante de Na2CO3 (Sigma Aldrich®) a 0.25 M, se utilizó 

agua desionizada como disolvente. El producto de la reacción fue una suspensión 

viscosa de color blanca, que se mantuvo bajo agitación constante a temperatura de 28 ± 

1 ºC durante 24 h. La suspensión fue filtrada a gravedad y lavada 3 veces con 25 mL de 

agua desionizada, el producto precipitado se dejó secar en la estufa a 70 ºC durante 3 

h. Luego, se dejó reposar durante 24 h. y el polvo blanco resultante fue calcinado en el 

horno a 400 ºC con una rampa de 2 ºC/min durante 4 horas; el mecanismo de reacción 

es expresado mediante las ecuaciones 3 y 4.   

Mecanismo de precipitación.  

𝑍𝑛(𝑁𝑂3)2 + 𝑁𝑎2𝐶𝑂3 → 𝑍𝑛𝐶𝑂3 + 𝑁𝑎𝑁𝑂3    (3) 

Formación del ZnO  
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𝑍𝑛𝐶𝑂3 + 𝑁𝑎𝑁𝑂3 → 𝑍𝑛𝑂 + 𝐶𝑂2    (4) 

El tratamiento térmico a 400 ºC, favoreció la formación, además de la 

cristalización del óxido de zinc nanoestructurado (NP ZnO). 

Figura 3 

Esquema de la síntesis de NPZnO, por el medio de precipitación 

 

3.3 Análisis y Caracterización de las Muestras en Estudio  

La muestra de agua congénita se recolectó del pozo-362, propiedad de 

Petróleos Mexicanos (PEMEX), y analizada de acuerdo con el procedimiento de la 

Norma Oficial Mexicana NOM-143-SEMARNAT-2003. Se analizaron otros parámetros 

fisicoquímicos como: alcalinidad, turbiedad, conductividad, cloruros totales y pH, según 

lo establecido en las normas mexicanas: NMX-AA-036-SCFI-2001, NMX-AA-038-SCFI-

2001, NMX-AA-093-SCFI-1986, NMX-AA-073-SCFI-2001 y NMX-AA-008-SCFI-2000.  

La caracterización del petróleo crudo se realizó a partir de una muestra obtenida 

del pozo-362, ubicado en el estado de Tabasco propiedad de PEMEX Exploración y 

Producción. Las muestras de petróleo se analizaron bajo los métodos normalizados de 

American Society for Testing and Materials (ASTM International, 2007), Universal Oil 

Products (UOP) y la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA) (API). 
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Las propiedades fisicoquímicas evaluadas fueron: densidad (ASTM D70), grados API 

(ASTM D287, D70), viscosidad Saybolt (ASTM D88) y punto de inflamación (ASTM 

D92). Los hidrocarburos de fracción media se determinaron por cromatografía de gases 

con detector de ionización de flama de acuerdo con la NMX-AA-145-SCFI-2008. 

3.4 Aislamiento y Selección de la Cepa Acinetobacter baumannii 

La cepa bacteriana se aisló del agua congénita, de acuerdo con la metodología 

de Madigan y col. (2019). Se preparó 250 mL del medio de cultivo agar Bushnell-hass 

(BH) de la marca HIMEDIA® y se suplementó con 1 % de petróleo estéril como única 

fuente de carbono, según (Khan y col., 2017). Las placas con BH se inocularon con 0.1 

mL de muestra y sembradas por la técnica de extensión, se incubaron a 35 ± 2 ºC por 

72 h. La selección de cepas se realizó a partir de las colonias viables expresadas en el 

medio de cultivo e identificadas como AC362-1, AC362-2, AC362-3. Las cepas se 

purificaron en placas con medio de agar nutritivo (DIBICO®) mediante estrías cruzadas 

e incubaron a 35 ± 2 ºC durante 24 h.  

La mineralización del petróleo por la bacteria Acinetobacter b. se realizó 

mediante una prueba cualitativa en medio de cultivo inorgánico triple 17 para esto, se 

emplearon biorreactores a nivel matraz con 200 mL del medio estéril. Los tratamientos 

se realizaron por duplicado adicionándoles a cada unidad 5 mL de inóculo de las cepas 

puras y como fuente de carbono se utilizó el 1 % de petróleo crudo y se mantuvieron 

homogenizados a través de un sistema de aireación durante 10 días a una tasa de flujo 

volumétrico de 1.21 x 10-4 m3s-1.  

3.4.1 Análisis Fenotípico a Nivel Colonia 

En la prueba de la mineralización, la cepa AC362-1 evidenció mayor presencia a 

la degradación del crudo, lo cual esta cepa fue seleccionada para su identificación 

fenotípica y bioquímica siguiendo los procedimientos microbiológicos. El análisis 

fenotípico de las cepas se realizó, basado en Madigan y col. (2019), a nivel colonia en 

placa con medio BH, bajo el microscopio óptico y se examinaron su elevación, tamaño, 

borde, consistencia y color, características atribuidas al género. Así mismo, la pared 

celular se evaluó mediante la prueba de tinción de Gram. El procedimiento consistió en 

frotar una colonia sobre un portaobjeto fijado al mechero, añadiendo dos gotas de 

reactivo cristal violeta por 1 min, el cual se retiró con enjuagues de agua destilada, 

después se agregaron dos gotas de solución yodurada de lugol por 1 min. El frotis 
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nuevamente se lavó y se cubrió con alcohol etílico al 70 % durante 20 s, luego se 

añadieron dos gotas safranina al 0.5 % por 2 min, se enjuagó y secó a temperatura 

ambiente finalmente, se observó al microscopio a 10X y 100X.  

3.4.2 Estudio Taxonómico Mediante el Sistema API 20E 

Esta prueba permite la rápida identificación de bacilos Gram negativos, la cual 

consiste en una galería de 21 test bioquímicos estandarizados y miniaturizados. El 

procedimiento consistió en suspender una colonia bacteriana en solución salina al 0.9 

%, con la cual, se inocularon los microtubos con los cultivos deshidratados y se 

incubaron a 37 ºC por un periodo de 24 a 48 h. Los resultados obtenidos a partir de las 

reacciones se compararon con la tabla de lectura de la galería de prueba, obteniendo 

un perfil numérico a través del software apiwebTM REF 40011 (bioMerieux, France) y se 

interpretó según el procedimiento del fabricante.  

3.4.3 Análisis Estructural de la Célula Bacteriana Mediante Microscopía Electrónica de 
Transmisión (TEM) 

El análisis estructural de la célula bacteriana se realizó por la técnica de 

Microscopía electrónica de transmisión. La biomasa celular fue lavada con 20 mL de 

solución amortiguadora de Na2HPO4.7H2O y NaH2PO4.1H2O a 0.2 M y pH de 7.2. Los 

lavados fueron mediante centrifugación a 3000 rpm por 10 min este procedimiento de 

repitió cuatro veces. Las células se fijaron con 1 mL de glutaraldehído (CHO(CH2)3CHO) 

al 2 %, dentro de un tubo estéril y se sonicó por 5 min. Del concentrado celular, se 

depositó una gota sobre una rejilla de Cu 200 mesh y se fijó con glutaraldehído durante 

5 min. Posteriormente, las células se fijaron sobre un porta muestra y se deshidrataron 

mediante lavados con una serie de soluciones de etanol de concentración gradual (30 al 

100 %) durante 10 min por cada solución. La muestra se dejó reposar a 28 ± 1 ºC y se 

examinó por HRTEM JEOL JEM 2100 a 200 Kv de alta resolución con filamento de 

LaB6. El tamaño y la morfología celular de analizó usando el software GATAN digital 

Micrograph, calibrado con una muestra patrón de oro en el plano 1.09 mm con un 

margen de error de ± 0.1 %. (Paraguay-Delgado, 2020) 

3.5 Cinética de Crecimiento de la Bacteria Acinetobacter baumannii 

En condiciones axénicas, en un biorreactor se prepararon 400 mL de medio de 

cultivo con caldo nutritivo de composición (gL-1): extracto de carne, 1.0; extracto de 

levadura, 2.0; peptona caseína, 5.0; NaCl, 5.0. El medio se inoculó con 10 mL de 
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biomasa de Acinetobacter b. y se midió la absorbancia hasta alcanzar 0.3 de DO600. El 

biorreactor fue conectado a un sistema de aireación con flujo volumétrico de 1.21 x 10-4 

m3s-1. El muestreo se realizó tomando una alícuota de 10 mL del cultivo de biomasa 

para la cuantificación de la densidad óptica (DO600nm) en un espectrofotómetro 

GENESYS 20, Spectronic. El conteo de las UFCs se realizó por el método de diluciones 

y recuento en placa derivado de Madigan y col. (2019), durante un periodo de 96 h de 

experimentación. Los datos se registraron para determinar la curva de crecimiento de la 

bacteria. 

3.6 Evaluación de la Producción de Biotensioactivo 

La producción de biotensioactivo se llevó a cabo en etapas: fermentación, 

separación de fases por centrifugación, precipitación ácida y extracción. La 

fermentación se realizó en un biorreactor con 1.0 L de medio Kim compuesto de: 

extracto de levadura, 0.2; extracto de carne, 5.0; glucosa o dextrosa, 2.0; KH2PO4 

monobásico, 0.2; K2HPO4 dibásico, 0.3; MgSO4, 0.1; NaSO4, 0.1; CaCl2: 0.1; FeSO4, 0.1 

y una proporción carbono/nitrógeno de 2:1, específico para la producción de 

biotensioactivos (Panatula y y col., 2024). El medio Kim se esterilizó en autoclave a 121 

ºC, 15 minutos a 15 psi y se le adicionó el 10 % de biomasa bacteriana cultivada en 

caldo nutritivo con absorbancia de 0.3 (OD600nm). El biorreactor fue conectado a un 

sistema de aireación con flujo volumétrico de 1.21 x 10-4 m3s-1, por un periodo de 120 h. 

Durante el bioensayo, se obtuvieron muestras de 50 mL a diferentes tiempos (0, 24, 48, 

72 y 120 h), para la medición de la absorbancia y cuantificación de unidades formadoras 

de colonia (UFC), los muestreos se realizaron por triplicado. La curva de crecimiento de 

la población bacteriana se realizó a partir de los datos experimentales. Por otro lado, las 

muestras de cultivos fueron centrifugadas a 5500 rpm por 30 min para separar la 

biomasa celular de la fase líquida o CLC (caldo libre de células), por último, se las 

muestras se preservaron para otras pruebas posteriores. 

3.7 Actividad Biotensioactiva Producido por la Cepa Acinetobacter baumannii 

3.7.1 Ensayo de la prueba hemolítica  

Las muestras de CLC se sembraron en placas de Petri con agar base sangre 

suplementado con 5 % (v/v) de sangre de cordero. Sobre los medios de cultivo agar 

sangre se extrajeron porciones circulares de agar, dejando una forma de pozo de 0.8 a 

1.0 cm de diámetro; cada pozo fue inoculado con 0.1 mL con muestras de CLC de 
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diferentes periodos de tiempo. El control de la prueba se realizó por triplicado 

empleando medio de cultivo estéril. Las placas con cultivo fueron incubadas a 

temperatura ambiente (28 ± 1 ºC). La actividad hemolítica se determinó por la formación 

de una zona clara (halo) alrededor del pozo, y se midió utilizando el software FIJI de 

ImageJ win-32. (Ali y col., 2020). 

3.7.2 Prueba de dispersión de aceite 

En placas de Petri estériles se depositaron 30 mL de agua destilada y se inoculó 

100 μL de petróleo sobre la superficie del agua formando una capa fina, después se 

añadió 10 μL de CLC. El control de la prueba se realizó con caldo cultivo estéril. Esta 

prueba se realizó por triplicado, basándose en los procedimientos según (Ambaye y 

col., 2021), la presencia de sustancias tensioactivas se observó mediante la formación 

de una zona de aclaramiento en la superficie del petróleo. La zona de aclaramiento se 

midió con un vernier, en todas las muestras analizadas. 

3.7.3 Ensayo de la gota colapsada  

Sobre una superficie de vidrio (portaobjeto) se depositaron 0.2 mL de petróleo 

formando una película fina, luego se añadió 40 µL de CLC de los diferentes periodos de 

tiempos, este procedimiento se realizó por triplicado. Después de 1 min se observó si la 

gota colapsó de acuerdo con (Gaur y col., 2022). El tamaño del diámetro de la gota se 

midió con el software FIJI de ImageJ win-32.  

3.7.4 Índice de emulsión (IE24) 

En un tubo de ensayo se mezclaron 2 mL de biotensioactivo y 2 mL de petróleo 

a 28 °C ±1, 1 atm., la mezcla se agitó en un vórtex durante 2 min. La emulsión se dejó 

reposar por 24 h, siguiendo a Gaur, y col. (2022). El porcentaje del IE24 se calculó 

mediante la ecuación 5. 

𝐼𝐸ଶସ =
𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖ó𝑛

𝐴𝑙𝑡𝑢𝑟𝑎 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑒𝑚𝑢𝑙𝑠𝑖ó𝑛
∗ 100   (5)  

Para la muestra control se empleó caldo libre de células sin cultivar. Con base a 

a (Ahmad y col., 2018).  La prueba se consideró positiva si el valor del IE24 ≥ 50% y, 

negativa si fuera ≤ 50%. 
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3.8 Extracción del Biotensioactivo  

El biotensioactivo se obtuvo por el método de precipitación ácida, a partir del 

caldo libre de células (CLC) extraído de las muestras a diferentes tiempos. Este caldo 

se colocó en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se acidificó con HCl a 2 N y se ajustó a 

un pH de 2.0. El CLC se mantuvo en agitación (2000 rpm) a 4 ºC por un periodo de 12 

h; transcurrido el tiempo se observaron precipitados en el fondo del matraz, luego el 

caldo acidificado fue colocado en tubos de ensayo y se centrifugó a 6000 rpm por 30 

min. El sobrenadante fue retirado del tubo de centrifuga conservando el precipitado, 

este se almacenó a 4 °C para su posterior caracterización. El tiempo de obtención de la 

máxima producción de biotensioactivo se estimó mediante el cálculo del peso 

aproximado, y se graficó utilizando el software Origin 2019. 

3.9 Caracterización Fisicoquímica del Biotensioactivo 

3.9.1 Identificación de Lípidos Polares Mediante una Cromatografía en Capa Fina 

Siguiendo a (Farias y col., 2021), el análisis de realizó sobre una placa de sílica 

gel 60 F254 de 0.25 mm de grosor, en la cual se depositó un 1 µL de la muestra y se 

colocó dentro de un sistema de solventes de cloroformo:acetona:metano:ácido 

acético:agua destilada a 6:8:2:2:1 v/v; la solución disolvente ascendió por capilaridad. 

Para la revelación de los lípidos polares, se emplearon soluciones de difenilamina 2 g 

en 200 mL (glicolípidos); ninhidrina al 2 % (lipopéptidos) y azul de bromotimol 1 g en 

100 mL de NaOH (fosfolípidos). Las placas fueron aspergidas por separado con las 

sustancias y calentadas a 100 ºC de 5 a 10 min, para revelar las bandas asociadas a 

los compuestos presentes en la muestra. Con base en (Kashtiaray y col., 2021), las 

bandas observadas fueron analizadas para determinar el área y los factores de retardo 

(rf). Esta prueba se confirmó con el análisis de los grupos funcionales por FTIR. 

3.9.2 Identificación de Compuestos Orgánicos Mediante Espectroscopía Infrarrojo con 
Transformada de Fourier (FTIR) 

A través de la técnica de espectroscopía de infrarrojo se identificaron los 

compuestos orgánicos que forman parte de la estructura del biotensioactivo. Para el 

análisis se empleó una muestra de 0.1 mL y se colocó en el portamuestra del 

espectrofotómetro de marca Thermo Nicolet® iS 50, en modo transmitancia a un 

intervalo de 4500 a 400 cm-1 de número de ondas.  
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3.9.3 Determinación de la Tensión Superficial del Biotensioactivo 

Guiado por (Ambaye y col., 2021), la muestra de biotensioactivo se secó a 50 ºC 

(vacío por 12 h). La muestra sólida fue dispersada en agua destilada en una proporción 

de 100 mg/10mL. La dispersión original fue sucesivamente diluida. La tensión superficial 

de los sobrenadantes se determinó utilizando un goniómetro Ramé-Hart, Instrument Co 

modelo 250, a temperatura ambiente, las mediciones reportadas fueron el promedio de 

10 mediciones por duplicado. 

3.10 Bioensayo para Evaluar la Capacidad Extremófila de la Acinetobacter.  

El bioensayo se desarrolló con base en un diseño unifactorial completamente 

aleatorizado para diferentes tratamientos: temperatura (20 °C, 45 °C, 80 °C), pH (5.0, 

7.0, 9.0) y salinidad (10%, 15%, 25%). Esta prueba se realizó en biorreactores a nivel in 

vitro con 250 mL de caldo nutritivo, con 10 mL de inóculo de la cepa AC362-1. Los 

biorreactores fueron conectaron a un sistema de aireación con una tasa de flujo 

volumétrico de 1.21 x 10-4 m3/s. Procediendo según (Joseph, 2023), la biomasa 

bacteriana se cuantificó con la medición de la absorbancia cada 24 h durante un periodo 

de 120 h. El muestreo se realizó por triplicado y los datos generados fueron graficados 

mediante el programa de Statgraphics CenturionTM.  

3.11 Bioensayo para Evaluar la Capacidad de Bacteria para Degradar Petróleo  

El bioensayo se realizó con base a un diseño unifactorial completamente 

aleatorizado. Los tratamientos se establecieron con una masa de trabajo de 3 kg del 

suelo contaminado con petróleo de concentración inicial de 9000 ppm de HTP. Cada 

unidad experimental se realizó por triplicado y fueron inoculadas con 500 mL de un 

cultivo bacteriano de Acinetobacter b. y 1.5 mL agua destilada estéril para mantener la 

humedad del 40 %. El bioensayo se monitoreó cada 24 h para la cuantificación de los 

hidrocarburos de fracción pesada (HFP) mediante extracción y gravimetría establecido 

en la NMX-AA-134-SCFI-2006. Así mismo, el conteo de las UFC.g-1 se realizó mediante 

el método de cuenta en placa 
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IV. Resultados 

4.1 Análisis Estructural por Difracción de Rayos X (DRX) 

La Figura 4 muestra el difractograma de los polvos de ZnO obtenidos por 

precipitación a 400 °C, el cual, coincide con el aspecto característico de ZnO en la 

estructura hexagonal según la carta JCPDS estándar (No.361451). De esta manera se 

confirmó la obtención del ZnO cristalino con difracciones de los planos típicos de ZnO 

en la estructura cristalina tipo Wurtzita (Figura 4). 

Figura 4 

Difractograma de Rayos X de nanopartículas de ZnO 

 

30 35 40 45 50 55 60 65 70

  

2(Grados)

JCPDS 00-36-1451

(201)

(200)

 

In
te

ns
id

ad
 (

u
. a

.)

ZnO 400 °C
(100)

(002)

(101)

(102)

(110)
(103) (112)

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



51 
 

El tamaño del cristal (D), fue estimado a partir de la fórmula de Debye-Scherrer 

(ecuación 6) considerando los picos más intensos de los planos, según se enlistan en la 

Tabla 6. 

𝐷 =
଴.ଽସఒ

ఉ
𝑐𝑜𝑠𝜃   (6) 

Donde, 0.94 es la constante de Scherrer, λ la longitud de onda (1.5406 Å), β el 

FWHM (ancho de línea a media altura del pico) y θ el ángulo de difracción de Bragg, 

calculando un promedio de 10 nm del tamaño de cristalito (ver Tabla 6). 

Tabla 6  

Valores del tamaño de los cristales de ZnO 

Posición de los picos 
2 θ 

FWHM 
Tamaño del cristal 

D(nm) 
34.41 0.78874 10.5451859 
31.60 0.78866 10.4688963 
36.39 0.78868 10.6032154 
47.59 0.78873 10.0082819 
56.66 0.7889 10.4406588 

 

4.2 Análisis Estructural de Polvos de ZnO por Espectroscopía de Infrarrojo 

En la Figura 5, se presenta el espectro de transmitancia en el rango de 400-4000 

cm-1, se aprecia la banda pronunciada en 372 cm-1 asociada al modo de estiramiento 

del enlace Zn-O. Las bandas que aparecen en 1385 cm-1 por debajo de 1000 cm-1, son 

atribuidas a los enlaces metal-oxigeno. En general, se aprecia un espectro libre de otras 

bandas que reflejen los movimientos moleculares de algún reactivo remanente o 

contaminación, pero, se evidenció la pequeña banda de absorción en 3471 cm-1 que 

correspondió al modo O-H además, se sustentó con la banda absorbida a 1600 cm-1 

asociada a la vibración del agua ligada H-O-H. 
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Figura 5 

Espectro FT-IR del ZnO, sintetizado por el método de precipitación 

 

4.3 Tamaños de Cristales Según los Métodos de Síntesis 

A partir de valores calculados mediante la ecuación de Sherrer, adoptado por con Arab y col. 
(2023). En la Figura 6, se presenta la comparación del tamaño de los cristales de las muestras 
(1, 2 y 3) obtenidas por mecanoquímica, (4) sol gel y (5) precipitación, siendo que los tamaños 
se encuentran en el intervalo de 20 a 40 nm. Para esta investigación, con base en (Hernández-
Reyes y col., 2020).  
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Figura 6 

Tamaño del cristal de los polvos de ZnO obtenidos de diferentes técnicas: 1,2,3 

(mecanoquímica de 20, 40, 60 min de molienda), 4 (sol gel) y 5 (precipitación) 

 

En la Figura 7, se presentan difractogramas de cinco muestras sintetizadas con 

tres métodos diferentes (mecanoquímica, sol gel y precipitación). En los patrones 

estándar del ZnO, se observa que los picos de difracción más intensos están 

localizados en la posición 2θ = 31. 8º, 34. 38º, 36. 2º, y que corresponden a los planos 

(100), (002), (101). Otros picos menos intensos, se ubican en 2θ = 47. 52º, 56. 6º, 62. 

78º, 66. 28º, 67. 88º y 68. 98º se atribuyen a los planos (102), (110), (103), (200), (112) y 

(201), respectivamente. 
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Figura 7 

Comparación de difractogramas de polvos de ZnO obtenidos por diferentes métodos de 

síntesis: SG-400, PP-400 y MQ20, 40, 60 min. 

 

Todos los difractogramas fueron indexados en el software Difracc. EVA.VA 

2.1.VA.2.1 y comparados con las tarjetas cristalográficas JPCDS 04-020-0364. Las 

muestras SG-400 y PP-400, son de una fase cristalina hexagonal tipo zincita y, las 

muestras de MQ-60, MQ-40, y MQ-20 presentaron una estructura cristalina tipo wurtzita, 

los valores coincidieron con la carta cristalográfica JCPDS 00036-1451. De acuerdo con 

(Uribe-López y col., 2021), este resultado es importante ya que en la literatura se 

reporta que NPs ZnO sintetizadas por precipitación y calcinadas a 500 ºC con estructura 

cristalina tipo wurtzita y tamaños de cristal de 30 nm, degradaron el 100 % la molécula 

del fenol y el 90 % de la mineralización del contaminante. 
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Con base a Sharma y col. (2022), los difractogramas obtenidos de las muestras, 

presentan intensidades relativas típicas de polvo de ZnO y exhibieron una mayor 

intensidad relativa en el plano (101), referido al crecimiento anisotrópico y orientación 

preferida de los cristales, en dirección del eje c. Las muestras SG-400 y PP-400 son 

consistentes entre ellas, sin embargo, esta última, alcanzó una máxima intensidad en la 

señal del plano (101).  

Las micrografías de las muestras obtenidas por mecanoquímica se presentan en 

la Figura 8 a) MQ-20, b) MQ-40, c) MQ-60, en las que se observan superficies con 

nanopartículas de ZnO cuasi esféricas de apariencia uniforme y la presencia de 

aglomerados de óxido de zinc producto de la reacción, una distribución del tamaño 

reducido, con diámetros promedio de 111, 105 y 154 nm respectivamente. 
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Figura 8 

Micrografías de SEM de las muestras de ZnO sintetizadas por mecanoquímica; a) MQ-20, b) 
MQ-40, c) MQ-60 

 

Las muestras de los polvos obtenidos mediante precipitación se presentan en la 

Figura 9 PP-400, donde se observa una distribución uniforme y regular de las 

nanopartículas cuasiesféricas de ZnO con tamaños medios de 128 nm, obtenidas por 

SEM. 
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Figura 9 

Micrografías de SEM de las muestras de ZnO sintetizadas por precipitación (PP-400) 

 

Así mismo, se presenta la micrografía de polvos de ZnO obtenidos por sol gel, 

en la Figura 10 SG-400, donde se aprecia la formación de cristales poliédricos , 

atribuidos a formas de nanovarillas alargadas con un crecimiento preferencial con 

orientación a lo largo del plano 101, que concuerda con el resultado de difracción. 

Tienen valores promedio de ancho y largo de 37.56 y 53.32 nm respectivamente y 

diámetro promedio de 93 nm. 
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Figura 10 

Micrografías de SEM de las muestras de ZnO sintetizadas por Sol gel (SG-400) 

Los espectrogramas de energía dispersiva obtenidos por EDS de las muestras 

de los polvos de ZnO obtenidos por mecanoquímica se presentan en la Figura 11 a) 

MQ-20, b) MQ-40 y c) MQ60. Y corresponden a los elementos presentes en los polvos 

de ZnO analizados. Los espectros son atribuidos a las energías características del Zn 

(1.0118 keV transición lα, 8.6313 keV transición Kα) y O (0.5249 keV transición Kα) los 

cuales muestran alta intensidad. Además, se obtuvo una composición predominante de 

zinc (≈75-79 % masa) y oxígeno (≈18-22 % masa) en menor concentración, el análisis 

se realizó por triplicado en diferentes zonas de la muestra.  
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Figura 11 

Espectrograma de energía dispersiva de muestras de ZnO obtenidas por mecanoquímica a) 

MQ-20, b) MQ-40, c) MQ-60 
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Así mismo, en los polvos de ZnO obtenidos por precipitación (Figura 12) y Sol 
gel (Figura 13) se confirma la presencia de Zn y O, siendo la muestra PP-400 la que 
obtuvo mayor porcentaje en masa de Zn (86.18 %) respecto a la muestra SG-400 
(78.16 %) y las de MQ-20, 40 y 60 (79.90,75.71 y 79.94 %). Los espectrogramas de 
energía dispersiva ambas muestras presentan las energías dispersivas asociadas al Zn 
(1.0118 keV transición lα) y al O (0.5249 keV transición kα). 

Figura 12 

Espectrograma de energía de muestras de ZnO obtenidas por precipitación (PP400) 

 

Figura 13 

Espectrograma de energía dispersiva de muestras de ZnO obtenidas por Sol gel (SG-400) 

El análisis del área superficial de los polvos de ZnO, se presentan mediante las 

isotermas BET. Las muestras sintetizadas por mecanoquímica graficados en la Figura 

14 a) MQ-20, b) MQ-40 y c) MQ-60, todas las isotermas corresponden al tipo IV con 

bucle de histéresis estrecho, lo que indica, que el proceso es casi irreversible. Los 
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tamaños de poros obtenidos están entre 31 a 33 nm, esto explica la pequeña cantidad 

de gas N2 adsorbido, atribuida a una superficie BET que va desde los 38 hasta 41 m2g-1. 

Figura 14 

Isotermas de adsorción-desorción de N2, de muestras de ZnO obtenidas por sol gel.  

 

De igual forma, se analizó la muestra obtenida por precipitación como se 

observa en la Figura 15, la muestra PP-400, presentó una isoterma de tipo IV con un 

volumen de N2 adsorbido de 83.50 cm3 g-1, área de superficie BET de 14.181 m2 g-1 y 

diámetro de poro de 30 nm. 
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Figura 15 

Isotermas de adsorción-desorción de N2, de muestras de ZnO sintetizadas por precipitación 

 

Los resultados de fisisorción mostraron diferencias significativas entre las 

síntesis siendo la muestra MQ 20 con mayor área superficial (41.36 cm2 g-1), lo que se 

asume que el factor tiempo molienda (20 min) favoreció al fenómeno de adsorción; 

siendo este, 3 veces superior al valor de la muestra PP-400.  

4.4 Evaluación de las Propiedades Biotensioactivas de la Cepa Bacteriana Extremófila 
Acinetobacter Baumannii Aislada de Agua Congénita 

Las características fisicoquímicas del agua congénita, obtenida con base en los 

resultados del muestreo, se resumen en la Tabla 7. Se observaron altas 

concentraciones de salinidad y alcalinidad, debido a, los cloruros y al sodio y la 

alcalinidad a los bicarbonatos presentes en el agua. Estudios realizados por (Barragán 

R. y col., 2001) y justificados por (Montiel Garza, 2019) sobre la caracterización del 

agua de formación en pozos. El pozo activo Luna-3B Tabasco, reportó concentraciones 

de salinidad, alcalinidad y dureza de 203000,102.4 y 26890 ppm. Estos valores están 

por arriba de los encontrados en esta investigación, que se atribuye a los altos índices 

de saturación de minerales correspondientes a las características de los sistemas 

hidrotermales. Por tal razón, el agua congénita se le atribuye como un hábitat con 

características idóneas para el desarrollo de bacterias extremófilas. 
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Tabla 7  

Parámetros fisicoquímicos del agua congénita identificada (AC362) perteneciente al pozo de 

Petróleos Mexicanos (PEMEX) 

Parámetros Valor Límites permisibles 
Alcalinidad 300 mg/L 500 mgL-1 

Cloruros totales 93.701 mg/L 1000 mgL-1 
Conductividad eléctrica 8.51   mS/cm N/A 

pH 5.5 (a 24 ºC) 6-9 
Turbiedad 161 NTU N/A 

 

Según Ayilara & Babalola, (2023), el petróleo crudo, puede ser degradado por 

varios microorganismos autóctonos, cada uno es capaz de romper un grupo específico 

de moléculas. Se ha reportado que la Acinetobacter b., es capaz de degradar 

compuestos alifáticos y monoaromáticos. Los datos de la caracterización se presentan 

en la Tabla 8, cuyos resultados evidencian un petróleo maya de tipo pesado, según los 

grados API que se sitúan entre 21.0 – 22.0. Con base a (Bedoya Vélez y col., 2019), 

expusieron el petróleo como la fuente principal de carbono para distintos bioensayos 

que, favoreciendo el crecimiento de bacterias, propiciando la degradación y asimilación 

de los hidrocarburos presentes transportándolo al interior de la célula para la conversión 

de ácidos grasos.  

Tabla 8  

Caracterización de la muestra de petróleo del pozo-362, propiedad de PEMEX, Tabasco 

Prueba Resultado Referencia 
Densidad real 0.866         gcm-3 ASTM D70 

Densidad º API 22.483 ± 0.2566 ASTM D287 
Flash point 81 + 1 ºC a 27 ºC ASTM D 88 

viscosidad saybolt 14 s          a 59 ºC ASTM D 88 
 

Los componentes del petróleo fueron separados mediante un cromatógrafo de 

gases/espectrómetro de masas Marca Shimadzu Modelo GCMS-QP2010 ultra con 

columna capilar (5 %-fenil-95 % dimetilpolisiloxano) de 30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 m de 

espesor de película. El flujo del gas helio fue de 1.5 mLmin-1 y el volumen de inyección 

fue de 1 μL, un split ratio de 10:1, y un rango de masas: m/z   25 - 600. En la Figura 16, 
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se presenta el perfil cromatográfico de la muestra de petróleo, en el que se observa la 

fracción alifática de los alcanos de acuerdo con sus pesos moleculares (PM). En la 

Tabla 9, se presentan los hidrocarburos presentes en la muestra del petróleo 

clasificados por su peso molecular (PM), los de menor PM (C8-C16), peso molecular 

medio (C17-C28), y alto peso molecular (> C28).   

Figura 16 

Perfil cromatográfico de un petróleo pesado tipo Maya, del pozo-362 (PEMEX) 

Tabla 9 

Principales hidrocarburos presentes en la muestra de petróleo crudo 

 Tiempo de retención (min) Área Área (%) Nombre 
1 2.041 32746873 1.81 3-metil-Heptano 
2 2.102 27082911 1.50 3-metil-Hexano 
3 2.295 39828621 2.20 Heptano 
4 2.577 38969535 2.16 metil-Ciclohexano 
5 3.014 40591309 2.24 2-metil-Heptano 
6 3.113 24316111 1.34 3-metil-Heptano 
7 3.494 42238820 2.34 Octano 
8 4.664 34956763 1.93 3-metil-Octano 
9 5.174 52687865 2.91 Nonano 
10 5.778 37629982 2.08 3- metil -Nonano 
11 6.282 25639264 1.42 3,5,5-trimetil-1-Hexeno 
12 6.999 79609136 4.40 Undecano 
13 7.384 23876788 1.32 5-etil-2- metil-Heptano 
14 8.839 71049445 3.93 Dodecano 
15 11.239 77616937 4.29 6-etil-2- metil-Decano 
16 13.914 82218936 4.55 Tridecano 
17 16.613 82140011 4.54 Tetradecano 
18 19.233 81120530 4.49 Pentadecano 
19 21.734 80007369 4.42 Hexadecano 

2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 22.5 25.0 27.5 30.0 32.5 35.0 37.5 40.0 42.5 45.0 47.5 50.0 52.5 55.0 57.5 60.0
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2.75

3.00

(x10,000,000)
TIC (1.00)
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 Tiempo de retención (min) Área Área (%) Nombre 
20 24.112 78833527 4.36 Heptadecano 
21 24.175 29822294 1.65 2,6,10,14-tetrametil-Pentadecano 
22 26.369 70239248 3.88 Octadecano 
23 26.492 48686562 2.69 2,6,10,14-tetramethyl-Hexadecano 
24 28.519 68587794 3.79 Nonadecano 
25 30.564 66437286 3.67 Eicosano 
26 32.518 61862262 3.42 Heneicosano 
27 34.385 51384626 2.84 Docosano 
28 36.173 47183359 2.61 Tricosano 
29 37.893 45581528 2.52 Tetracosano 
30 39.541 37967305 2.10 Pentacosano 

     

Se aislaron 3 cepas bacterianas del medio sólido BH, se identificaron como 

AC362-1, AC362-2 y AC362-3. La cepa AC362-1, presentó el 80 % de mineralización de 

los hidrocarburos presentes en el medio líquido (triple 17). Los aislados bacterianos 

presentaron una coloración fucsia, correspondiente a una Gram negativa, debido a la 

composición de péptidoglucano en la pared celular por la cual, repelió el colorante de la 

tinción, mostrando una morfología bacilar, según (Zhou y y col., 2020) es característico 

de la Acinetobacter. La taxonomía obtenida mediante la base de datos del ApiwebTM de 

Biomerieux, identificó a la cepa AC362-1, perteneciente al género de Acinetobacter 

baumanii/calcoaceticus, con un ID de 98 %. Así también se ha reportado, como con 

(Wang y col., 2021), que en aguas costeras han aislado cepas pertenecientes a los 

géneros Bacillus, Alcaligenes, Pesudomonas, Acinetobacter, Marinomonas, Kurthia y 

Azothobacter identificadas como hidrocarbonoclastas. Los resultados de los análisis 

morfológicos y bioquímicos se resumen en la Tabla 10. 

Tabla 10 

Resultados de las pruebas bioquímicas aplicadas a la cepa AC362-1, respuesta positiva (+) 

Prueba bioquímica Resultado 
Morfología colonial Puntiforme, elevas, entera, pequeñas, lisa, mate 
Tinción de Gram Gram negativa 

Fermentación de la glucosa + 
Fermentación de arabinosa + 
Fermentación de la acetoína + 

Oxidación de melobiosa + 
Reducción del citrato + 
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La reducción de citrato, la oxidación de la glucosa, arabinosa, melobiosa, 

además de la fermentación de tipo butanodiólica por la presencia de la acetoína, se 

atribuyen, en base con Madigan y col. (2019), a que la bacteria desarrolló capacidad de 

asimilar otras fuentes de carbono, lo que favoreció su crecimiento. La Figura 17, 

presenta la imagen de las bacterias en una micrografía de TEM. Se observa la 

estructura celular de la Acinetobacter en diferentes secciones: A) La forma de 

agrupamiento de los cocobacilos Gram negativos. B) El análisis preliminar del tamaño, a 

lo largo (1.270 µm) y ancho (0.738 µm) de la célula, realizado en Digital Micrograph de 

GATAN®. C) La división celular en la fase exponencial. D) El alargamiento del diplococo 

y la duplicación de su material genético. , Madigan y col. (2021) y Paraguay–Delgado 

(2020), mencionaron que las características estructurales y morfológicas de la bacteria, 

influyen sobre los mecanismos de degradación y mineralización de los hidrocarburos, 

además, mejoran las condiciones del cultivo in vitro, en consecuencia, la producción de 

biotensioactivos. 
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Figura 17 

Micrografía de la Acinetobacter baumannii, analizada por TEM a diferentes escalas: a) 
concentración de bacterias en un campo de 10 µm; b) Longitud de las bacterias en µm; 
c) visualización de la división celular en µm; d) formación del diplococo en nm 

 

 

El estudio cinético de la Acinetobacter, a partir de las mediciones de la densidad 

óptica a diferentes tiempos (t0-t96), partió de una población con 0.6 DO y 115*106 

UFCmL-1. Los valores se ajustaron al modelo de Gompertz, dado por la ecuación 7:  

𝑦 = 𝐷 ∗ 𝑒𝑥𝑝 {− 𝑒𝑥𝑝 ቂ
ఓ೘ೌೣ∗௘

஽
∗ (𝜆 − 𝑡) + 1ቃ}      (7) 

Donde 𝑦 = 𝑙𝑛(𝐷𝑂௧ 𝐷𝑂଴⁄ ), 𝐷𝑂௧ es la densidad óptica en el tiempo t, entre la DO0 

es la densidad óptica inicial (t=0). Los parámetros fueron: 𝐷 es el valor máximo 

asintótico equivalente a 𝑙𝑛(𝐷𝑂௠௔௫ 𝐷𝑂଴⁄ ), 𝜇௠௔௫ es la tasa específica de crecimiento 

máximo (ℎିଵ) y 𝜆 es el periodo de la fase lag (ℎ). El análisis se realizó mediante el 

paquete SPSS versión 22, donde los parámetros estimados obtenidos fueron: D = 0.479 

± 0.20; μmax= 0.020 ± 0.005; λ = 0.454 ± 2.141. El modelo se validó con un coeficiente 

de determinación (R2=0.929) esto, considera una bondad aceptable. En la Figura 18, la 
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comparación de los datos observados (serie color rojo) de 𝑦 = 𝑙𝑛(𝐷𝑂௧ 𝐷𝑂଴⁄ ) y los 

valores pronosticados por Gompertz (serie color negro). 

Figura 18 

Cinética de crecimiento de la Acinetobacter baumannii 

 

Con base en (Torres-Custodio y col., 2023), y con el análisis de los datos, se 

evidencia que, la Acinetobacter puede alcanzar una mayor taza metabólica antes de las 

96 h, bajo las mismas condiciones experimentales lo cual podría favorecer el 

rendimiento en la producción de biotensioactivo. Por otro lado, partiendo de una 

población de 57*105 UFCmL-1 se construyó la cinética de producción de biotensioactivo 

(gmL-1) y la cuantificación de la UFCmL-1. Se obtuvo un máximo de 2.6 g-1L a las 96 h de 

experimentación (Figura 19). Estudios, han reportado la producción de 0.52 gL-1 de 

biosurfactante aislado de aguas de formación de yacimientos petroleros.  
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Figura 19 

Cinética del crecimiento en la producción de biotensioactivo. UFC vs Biotensioactivo (grL-1) 

 

Los resultados de la actividad biotensioactiva de la cepa Acinetobacter 

baumannii en la prueba hemolítica, la dispersión de aceite, el índice de emulsificación y 

la gota colapsada se presentan en las imágenes de la Figura 20. 
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Figura 20 

Pruebas de la capacidad biotensoactiva en CLC. a) Prueba hemolítica, b) Dispersión de aceite, 

c) índice de emulsificación, d) Prueba de la gota colapsada 

 

 

En la Tabla 11, se resumen los resultados promedio de las pruebas, tomando en 

consideración que a las 96 h en que se obtuvo la máxima producción de biotensioactivo; 

las pruebas hemolíticas y la gota colapsada resultaron positivas (+). La dispersión de la 

gota y el IE24, fueron de 6.54 mm, 64.49 %, respectivamente. De acuerdo con (Varma y 

col., 2017), se han reportado valores de 11-25 mm, 38.46 %, en la dispersión de la gota 

y el IE24, en la caracterización de un lipopéptido producido por Bacillus subtilis. Según 

(Becerra & Horna, 2016), estas diferencias radican en la composición estructural del 

biotensioactivo. Las pruebas representaron un método útil para la selección preliminar 

de la bacteria como productora de biotensioactivo, más no se consideraron un método 

definitivo debido a las limitaciones. Por lo tanto, se validaron mediante los análisis de 

FTIR y tensión superficial. 

Tabla 11 

Pruebas de la capacidad tensioactiva en CLC 

Tiempo Prueba hemolítica Gota colapsada Dispersión de la gota (mm) IE24 % 

0 - - 0.72 48.09 
24 - + 1.14 52.17 
48 + + 3.17 55.93 
72 + + 5.62 51.62 
96 + + 6.54 64.49 
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En la Figura 21 se presentan: A) El patrón de referencia y B) Muestra del 

biotensioactivo BTAC362 en la que se observa que la placa aspergida con ninhidrina 

presentó un marcador de color lila a lo largo de la migración que se atribuye a los 

aminoácidos presentes en la muestra como componente principal de los péptidos, 

según el valor de rf: 0.56-0.77 del patrón de referencia. Basándose en (Ahmad y col., 

2018) y de acuerdo con los resultados, se obtuvo un biotensioactivo de tipo lipopéptidos 

producido por la bacteria Acinetobacter. Farias y col. (2021), también indican que la 

misma bacteria produce biotensioactivos tipo lipopolisacáridos como el emulsán. 

Figura 21 

Cromatografía en capa fina en placas de silice. a) Patrón de referencia, b) Muestra del 

biotensioactivo BTAC362 

  

La Figura 22 muestra el espectro de absorción del biotensioactivo mediante el 

análisis de FT-IR en la región de 4000 a 500 1cm-1. Se observa que el pico de mayor 

intensidad situado en 2958 cm-1, se refiere al estiramiento de los enlaces C-H (CH2-CH3) 

debido a las cadenas alifáticas de los hidrocarburos, además, de la presencia de 

polisacáridos. Con base en (Ambaye y col., 2021), en la banda de absorción en 2647 

cm-1, se asume al estiramiento de los enlaces O=C-N, debido a las vibraciones de las 

amidas de los péptidos y los grupos carboxilos; el pico marcado en 1384 cm-1, se debe 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



72 
 

a los enlaces C-N de los grupos aminos, así como, los radicales alquilos R-C situados 

en la región de 1267 cm-1.  

Figura 22 

Espectro de absorción del biotensioactivo (AC362) y corrección de la línea base (AC362-LB)  

 

En la Figura 23 se presenta el análisis de la tensión superficial, donde el 

biotensioactivo redujo la tensión de 72.18 mNm-1 (agua) a 53.21 mNm-1. Según (Varma 

y col., 2017) y (Ambaye y col., 2021), estos atributos mejoran la permeabilidad de la 

membrana celular, lo cual favorece la biosorción del petróleo en la superficie celular 

bacteriana, en efecto aumenta la tasa de degradación de los hidrocarburos del petróleo. 
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Figura 23 

Tensión superficial del biotensioactivo BTAC362 

 

El análisis de la capacidad extremófila se realizó con base en un diseño 

unifactorial completamente aleatorizado para distintos factores. Los análisis estadísticos 

se llevaron a cabo con el programa Statgraphics CenturionTM, a un nivel de significancia 

de α = 0.05. Para las gráficas se usó el paquete estadístico Sigma Plot, v.14.0 y la 

prueba de Tukey.  

En la Figura 24 se observan las tres curvas de absorbancia a temperaturas de 

20, 45 y 80 °C; resaltando que a partir de las 24 h se mantuvieron constantes, sin 

embargo, la T= 80 ºC se obtuvieron los niveles más altos de absorbancia y un valor 

máximo de 0.44 resaltando que, el valor promedio máximo de absorbancia fue de 0.393 

correspondiente a la temperatura de 80 ºC. Las pruebas pares resultaron significativas 

(valor p <0.05), entre los tratamientos.  
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Figura 24 

Medición de absorbancia vs tiempo a temperatura 20, 45 y 80 °C en un bioensayo en 
condiciones extremas 

 

En la Figura 25, se observa que, el valor de la absorbancia se mantuvo por igual 

durante las 24 h para los tres tratamientos (pH 5, 7 y 9); a partir de las 48 h, la curva a 

pH=9 tuvo un valor máximo de 0.74. Mediante el método de diferencia mínima 

significativa (HSD) de Tukey se encontró que no existe diferencias significativas entre 

las medias de los tratamientos de pH, lo que indica que los 3 grupos son homogéneos; 

entonces, se asumen que el factor pH no influyó significativamente en la medición de la 

absorbancia.  
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Figura 25 

Medición de absorbancia vs tiempo a pH 5, 7 y 9 en un bioensayo en condiciones extremas 

 

En la Figura 26 se observa que las tres curvas de salinidad se mantuvieron una 

absorbancia constante a partir de las 48 h, sin embargo, las curvas de salinidad a 15 y 

25 % de NaCl presentaron valores similares y por encima de la curva del 10 %. La 

concentración salina del 15 % obtuvo un valor de 0.766 de absorbancia a las 72 h, 

favoreciendo al crecimiento de la población bacteriana. Todas las pruebas pares 

resultaron con diferencias estadísticamente significativas (valor p< 0.05), con un valor 

promedio de absorbancia de 0.631238 para 25 % de salinidad. Se asume que el factor 

salinidad favoreció al crecimiento de la población bacteriana. 
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Figura 26 

Medición de la absorbancia vs tiempo a concentraciones de 10, 15 y 25 % de NaCl en un 

bioensayo en condiciones extremas 

 

Los resultados de la biorremediación del suelo contaminado se presentan en la Figura 

27, el cual se observó un comportamiento favorable para el proceso, ya que alcanzó una 

degradación de 3812 mgkg-1 con una población de 34600 UFCmL-1 al tiempo 9 (216 h) del 

tratamiento. 
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Figura 27 

Cuantificación bacteriana UFCmL-1 y HTP en el bioensayo de biorremediación 

 

Zhou y col. (2020), reportó el aislamiento de Acinetobacter sp como productora 

de biosurfactante, la cual redujo la tensión superficial del agua de 72,2 mNm-1 a 30,2 

mNm-1. Asimismo, promovió significativamente (P < 0,05) la eliminación de la demanda 

química de oxígeno (reducción de 6646,7 mgL-1 a 1546,7 mgL-1) y la degradación de n-

alcanos (reducción de 2635,4 mgL-1 a 159,7 mgL-1) e hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (reducción de 918,6 μgL-1 a 209,6 μgL-1) en 7 días. 

Los resultados de la caracterización del agua congénita en relación con el grado 

de alcalinidad y dureza (300 mgL-1 y 93.701 mgL-1) brindaron un ambiente idóneo para 

el crecimiento de la Acinetobacter, estas desarrollaron características extremófilas al 

soportar condiciones de temperatura, pH y salinidad de 80 ºC, 9 y 25 %, 

respectivamente. Por otro lado, se evidenció su morfología bacilar Gram negativa, 

caracterizada por la formación de cápsulas de polisacáridos o proteína, que envuelve a 

la célula y sirve de protección y estrés ambiental, lo que la hace más resistente a 

condiciones extremas. En condiciones in vitro, la cinética de crecimiento presentó una 

tasa de crecimiento máximo (0.020 ± 0.005 h-1), ajustándose los datos observados al 

modelo de Gompertz, así mismo se obtuvo un coeficiente de determinación R2=0.929, lo 

cual es aceptable. Además, este análisis marcó los precedentes para la producción de 

biotensioactivo por la bacteria Acinetobacter.  
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En este estudio se obtuvo un rendimiento de 2.6 g/L-1 a las 96 h de producción 

para un biotensioactivo tipo lipopéptido, que redujo la tensión superficial de 72.18 mNm-

1 (agua) a 53.21 mNm-1. Las cepas de Acinetobacter, presentaron un alto potencial 

biotecnológico al degradar de 9000 a 3812 mgKg-1 de hidrocarburos en la 

biorremediación del suelo contaminado con un petróleo tipo Maya. 

4.5 Inmovilización de Cepas de Acinetobacer baumannii en el Alginato de Sodio 
Funcionalizado con ZnO 

En condiciones axénicas, se lavaron con agua estéril 10 cajas de petri con 

cultivo bacteriano de 24 h de incubación y se centrifugaron a 5500 rpm, para obtener la 

biomasa, se suspendieron en 30 mL en agua estéril alcanzando una DO de 0.9. La 

biomasa se suspendió en una solución estéril de alginato de sodio a 1.2 % con 0.1mg 

mL-1 de NPZnO, la mezcla así obtenida se denomina sistema nanobiocatalítico y se 

homogenizó mediante agitación constante. Para la formación de las cápsulas se realizó 

el siguiente procedimiento, basado en (Bebić y col., 2020) y (Nematian y col., 2020). La 

mezcla del sistema naniobiocatalítico, se colocó en un embudo de separación y se 

depositó gota a gota en una solución de CaCl2 al 0.2 M en agitación. Al término del 

proceso las capsulas se lavaron con agua estéril y se conservaron en solución de 

cloruro de sodio al 0.9 % (Figura 28). 

U
niversidad Juárez A

utónom
a de Tabasco. 

M
éxico.



79 
 

Figura 28 

Inmovilización de cepas bacteriana en alginato de sodio con NPZnO mediante el 

encapsulamiento 

 

4.6 Análisis de las Microcápsulas Mediante Microscopía Electrónica de Barrido (SEM) 

En la Figura 29. a) se observa la textura rugosa de las capsulas (AZnO) y ciertas 

ramificaciones, que se atribuyen a las cadenas de alginato con iones zinc, b) 

Composición elemental de las cápsulas, en la cual se identificaron en mayor proporción 

elementos como: carbono con 49.89 % de peso seco, oxígeno 37.55 %, sodio 5.29 %, 

cloro 4.61 %, calcio 2.60 % y otros elementos traza (potasio, silicio, azufre), c) Tamaño 

de las células adheridas a la matriz, las cuales correspondieron a ~0.542 y ~0.60 µm de 

ancho y largo, respectivamente. 
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Figura 29 

Micrografía SEM, de la bacteria Acinetobacter baumannii, inmovilizada en alginato de sodio con 

NPZnO. a) Morfología de la cápsula AZnO, b) Análisis elemental (EDS), c) Tamaño promedio 

de las células en la matriz polimérica 

 

 En la Figura 30, a) se observa la estructura elipsoidal e irregular de la capsula 

(ANA) con una cavidad, que se atribuye al centro activo, b) Composición elemental de la 

cápsula, identificando en mayor proporción elementos como: carbono con 49.89 % de peso 

seco, oxígeno 37.24 %, sodio 5.29 %, cloro 4.61 %, calcio 2.60 % otros elementos trazas en 

menor proporción. 

Figura 30 

Micrografías de las células de Acinetobacter baumanii inmovilizadas en alginato de sodio 

(ANA), a) Centro activo de la cápsula b) Análisis elemental 
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El proceso de degradación de hidrocarburos (HCs) presentes en el agua 

emulsionada se esquematiza en la Figura 31, el cual, se llevó a cabo en biorreactores a 

nivel matraces de fondo redondo de tres bocas, marca Pyrex® con 350 mL de agua 

emulsionada con HCs y 10 % de sustrato (fertilizante inorgánico T17). Apoyado por 

(Rostro-Alanis y col., 2016) y (Pérez Vidal & Leyton Franco, 2020) se establecieron dos 

tratamientos; en el primero se le agregaron 200 g de células bacterianas inmovilizadas 

en alginato de sodio con nanopartículas de óxido de zinc (muestra AZn) y el segundo se 

agregó 200 g de cápsulas sin nanopartículas (muestra ANa).  

Los biorreactores se conectaron con entrada de aire a un sistema de venteo, y 

se mantuvieron en agitación durante el periodo de experimentación. 

Figura 31 

Ensayo de biorremediación de aguas emulsionadas con HCs, mediante sistemas 

nanobiocatalítico 

 

4.7 Análisis de Espectroscopía Ultravioleta-Visible 

En la Figura 32, se construye la curva de calibración a partir de una muestra de 

petróleo de fracción pesada. Se preparó una solución stock de 1280 ppm, y nueve 

diluciones seriadas de (640, 320, 60, 80, 40, 20, 10, 5 y 1 ppm). Tomando en cuenta a 

(Arguijo Portillo y col., 2019), la medición de la absorbancia se realizó en un 

espectrofotómetro de luz UV-vis con un rango de 200 a 500 nm. Los resultados de 
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absorbancia con respecto a la concentración de HCs fueron graficados utilizando el 

software Origin versión 2019. 

Figura 32 

Curva de calibración de un petróleo pesado (HFP) por espectroscopía UV-vis 

 

El muestreo se realizó cada 24 h, con muestra de 10 mL extraídas de los 

biorreactores e identificadas como ANa y AZn. Se cuantificaron las UFC aplicando la 

técnica de conteo en placa. En la muestra ANa se cuantificó una población bacteriana 

de inicial de 32x104 y final de 62x104 lo que indica que el sistema favoreció a las 

condiciones de crecimiento de la bacteria. La Figura 33, presenta la absorbancia óptica 

de la muestra, en la cual, se observa diferencias significativas entre los periodos de 

prueba, tales que no corresponden al comportamiento esperado. Los valores obtenidos 

se resumen en la Tabla 12. 
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Figura 33 

Degradación de HCs por el sistema biocatalítico evaluada por espectroscopía de UV-vis 

Tabla 12 

Datos experimentales de la biorremediación con el sistema biocatalítico 

Tiempo Absorbancia Concentración HCs (ppm) 

0 0.026 23.39 

1 0.031 27.88 

2 0.53 475.61 

3 0.208 186.69 

4 0.035 31.47 

5 0.209 187.59 

 

Para la muestra AZn, ésta presentó una población bacteriana inicial de 30x105 y 

30x103. La Figura 34, presenta la absorbancia óptica de la muestra AZn, donde se 

observa la disminución de la absorbancia en relación con los periodos de 

experimentación, lo que se asume que el sistema nanobiocatalítico favoreció al proceso 
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de biorremediación, alcanzando una concentración final de HCs de 12.62 ppm, valor 

aceptable dentro de la normatividad; los valores se resumen en la Tabla 13. 

Figura 34 

Degradación de HCs por el sistema nanobiocatalítico evaluada por espectroscopía UV-vis 

Tabla 13  

Datos experimentales de la biorremediación con el sistema nanobiocatalítico (AZn) 

Tiempo Absorbancia Concentración HCs (ppm) 

0 2.599 2332.02 
1 1.389 1246.34 
2 0.41 367.94 
3 0.33 296.16 
4 0.371 332.94 
5 0.014 12.62 
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V. Discusión 

En esta investigación se aisló e identificó la bacteria Acinetobacter baumannii 

complex mediante espectrometría (MALDI-TOF), presentó capacidad para producir 

biotensioactivo de tipo lipopéptido. Este metabolito se caracterizó mostrando que reduce 

la tensión superficial entre agua y aceite. Se probaron tres metodologías de síntesis de 

polvos de ZnO, mediante la técnica de mecanoquímica se generaron nanopartículas 

con tamaños de cristal de 21.08 nm, superficies cuasi esféricas aglomeradas, con 

distribución de tamaño reducido y diámetros de ~111 nm. Además, de una energía 

dispersiva, asociada al Zn (1.0118 keV transición lα) y al O (0.5249 keV transición kα), 

una composición predominante de zinc (≈75-79 % masa) y menor concentración de 

oxígeno (≈18-22 % masa), tamaños de poros de 32 nm y superficie de 41.36 m2 g-1. Sus 

características fueron óptimas para el encapsulamiento de cepas de Acinetobacter 

baumannii complex en alginato de sodio con NP ZnO las cuales demostraron alta 

biocompatibilidad, estabilidad y mejor interacción para el sistema nanobiocatalítico, 

favoreciendo la biorremediación de agua emulsionada con hidrocarburos. 

Tabla 14 

Resumen de los hallazgos más relevantes en relación con la literatura actual 

No. Alcances Técnica Hallazgos Discusión 

1 
Síntesis 
de ZnO 

Mecanoquímica 

Es una técnica simple, 
económica y además 
ecológica, al reducir la 
cantidad de disolvente 
utilizado y una mínima 

cantidad de residuos. Los 
parámetros fueron fáciles 

de controlar, como el 
tiempo de molienda, el 
cual este no influyó en 

obtener partículas a 
escala nanométrica. Es 
un método de Química 

verde. 

Sintetizaron bionanohíbridos 
de Zn con lipasa B de 
Candida a. (CALB), 

logrando una reducción 
significativa en la 

conformación de la 
nanoestructura en un 

tiempo muy corto (15 min), 
En particular, los 

nanohíbridos exhibieron 
hasta 2000 veces más 

actividad catalítica. (García-
Sanz y col., 2024) 
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No. Alcances Técnica Hallazgos Discusión 

2 Caracterización 

DRX 

FTIR 

Adsorción de 
N2 

SEM 

EDS 

El patrón de DRX presentó 
los picos correspondientes 

a ZnO, la presencia se 
confirmó por FT-IR, que 

mostró una banda 
característica de vibración 
de estiramiento de Zn–O a 
372 cm−1 y cm−1, debido a 
vibraciones débiles de M-
O. El análisis de SEM, se 

exhibió una estructura 
cuasi esférica 

aglomeradas, con 
distribución del tamaño 

reducido, con diámetros de 
≈120 nm, mientras que los 

espectros EDX 
presentaron las energías 
dispersivas asociadas al 

zinc y oxígeno. Así mismo, 
las Isotermas obtenidas 
fueron de tipo IV, que 
indica un proceso casi 

irreversible, con tamaños 
de poro de ≈30 nm lo que 

explica la pequeña 
cantidad de gas N2 

adsorbido, atribuida a una 
superficie BET que va 

desde los 38 hasta los 41 
m2 g-1. 

La energía mecánica 
que se aporta a los 
reactivos en estado 

sólido puede 
acumularse en la 

deformación de los 
cristales, produciendo 

defectos que, en 
consecuencia, 

producen regiones de 
especial reactividad 
química que facilitan 
el desarrollo de los 
procesos en fase 
sólida. Además, 

facilita la interacción 
con el sistema, este 

dependerá del 
diámetro de las NPs, 
la modificación de su 
superficie, y la posible 

liberación de iones 
(Vázquez-Olmos y 

col., 2018) y 
(Malebadi y col., 

2024) 

3 

Aislamiento de 
Acinetobacter 

baumannii 
complex 

Medio: Agua 
congénita, 

Cultivo: Agar 
Bushnell 

Hass 

Resaltando que, la alta 
concentración de 

alcalinidad y cloruros 300 
mgL-1 y 93, 701 mgL-1 

respectivamente, presentó 
un ambiente propicio para 

la Acinetobacter 
baumannii. 

Mediante su crecimiento 
en B.H. un agar selectivo, 

presentó capacidad de 
metabolizar el hidrocarburo 

presente como única 
fuente de carbono y 

El agua congénita 
está compuesta por 
sales inorgánicas en 
altas concentración e 
hidrocarburos, si bien, 
es hábitat idóneo para 

algunos 
microorganismos. 
Desechar de este 

compuesto representa 
la salificación de los 
cuerpos receptores 

(suelo, y agua) 
(Mijaylova Nacheva y 
col., 2011) y (Joseph, 
2023). Implementar 

sistemas de 
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energía para su 
crecimiento. 

tratamiento como la 
nanobiotecnología 

favorecería la 
desmineralización de 

este compuesto. 

No. Alcances Técnica Hallazgos Discusión 

4 
Identificación 

bacteriana 

API 20E 

MALDI-TOF 

TEM 

Mediante la Galería 
API20E se detectó con un 

98 % de ID la especie 
Acinetobacter 

baumannii/calcoaceuticus. 
Se comprobó por 

MALDITOF, a través de un 
perfil proteico como 

Acinetobacter baumannii 
único para cada especie. 
Así mismo, en TEM se 

observaron agrupados en 
forma de cocobacilos y 

diplococos y tamaños de 
células de 1.270 y 0.738 

µm, de largo y ancho. 

Se han reportado 
aislamientos en aguas 

costeras de cepas 
bacterianas de los 
géneros Bacillus, 

Alcaligenes, 
Pesudomonas, 
Acinetobacter, 

Marinomonas, Kurthia 
y Azothobacter, 

identificadas como 
hidrocarbonoclastas 
(Rodríguez-Uribe y 

col., 2021) y (Wang y 
col., 2021) 

5 

Producción y 
caracterización 

de 
biotensioactivo 

Fermentación 
ácida 

CCF 

FT-IR 

Tensión 
superficial 

En la CCF, según el valor 
rf: 0,56-0,77 del estándar 

de referencia, se atribuyó a 
La migración de los 

aminoácidos, presentes en 
el biotensioactivo. Esto se 
comprobó mediante FT IR, 
donde la banda a 1629 cm-

1 fue asociada con el 
estiramiento de los enlaces 

CO–N, revelando los 
grupos carboxilo y amida 

de los compuestos 
lipopéptidos. El estudio de 

la tensión superficial 
mostró una reducción de la 

tensión de 72,18 mNm-1 
(agua) a 53,21 mNm-1. 

Estudios anteriores de 
la Acinetobacter, han 

reportado como 
productora de 

biotensioactivos tipo 
lipopolisacárido 

(emulsan), además de 
sintetizar fosfolípidos 
(Ahmad y col., 2018). 

6 
Sistema 

nanobiocatalítico 
Micro-

encapsulados 

Se inmovilizaron cepas 
puras de Acinetobacter 

baumannii en un polímero 
natural de alginato de 

sodio funcionalizado con 
NP de ZnO, favoreciendo 
el 93 % de la degradación 

NP ZnO dopadas con 
Ni y Gadolinio 
protegidas con 

hexametafosfato de 
sodio mostraron un 

94% de la 
degradación 
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de HCs en el agua 
emulsionada. 

fotocatalítica del azul 
de metileno. 

(Mageswari y col., 
2025) 

No. Alcances Técnica Hallazgos Discusión 

7 
Caracterización 

de cápsulas 
SEM 

Las cápsulas (AZnO) 
presentaron una 

morfología de textura 
rugosa con ramificaciones 
atribuidas a las cadenas 

de alginato con iones zinc. 
Su composición elemental 

presentó en mayor 
proporción elementos 

como: carbono con 49.89 
% de peso seco, oxígeno 
37.55 %, sodio 5.29 %. 
Además de tamaños de 
células adheridas a la 

matriz de ~0.542 y ~0.60 
µm de ancho y largo, 

respectivamente. 

Azeez, y col. (2022), 
reportaron a la 

Saccharomyces 
cerevisiae 

inmovilizada en NPs 
de Fe₃O₄, demostró 
una alta eficiencia en 
la adsorción de estos 
metales como plomo 
(Pb), cadmio (Cd) y 
níquel (Ni). Además, 
inmovilizaron Bacillus 

subtilis en NPs 
superparamagnéticas 
Fe₃O₄ logrando una 

decoloración de hasta 
un 95% colorantes 

azoicos y otros 
contaminantes 

orgánicos en 24 h. 

8 

Biorremediación 
del agua 

emulsionada con 
hidrocarburos 

UV-vis 

Cuantificación 
(UFC/mL) 

Mediante el análisis UV 
vis, se observó una 
disminución de la 

absorbancia al (tiempo 5), 
lo que se asume que el 

sistema nanobiocatalítico 
favoreció al proceso de 

degradación del 
hidrocarburo en un 89.4 %, 

con una población de 30 
x105 UFCmL-1 

Las NPs debido a sus 
propiedades 

fisicoquímicas únicas 
son utilizadas como 

nanobiocatalizadores 
en el biosorción de 
contaminantes de 

aguas residuales. Un 
aumento en la 

concentración de ZnO 
puede llevar a una 
disminución en la 

descomposición de 
compuestos 

orgánicos. (Azees y 
col., 2022) 
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VI. Conclusiones 

En esta investigación se evaluaron tres métodos de síntesis: sol gel, 

precipitación y mecanoquímica para la obtención de polvos de óxido de zinc (ZnO). 

Estas fueron caracterizadas mediante DRX, FTIR, SEM, Fisisorción de N2, obteniendo 

nanopartículas de ZnO con tamaño de cristalito menor a ≈37 nm y un alto porcentaje de 

pureza. Así también, el ZnO presentó una intensa banda centrada en 372.1941 cm-1 

asociada al modo de estiramiento del enlace Zn-O, en los materiales que fueron 

sometidos a tratamiento térmico. Por otro lado, se aisló una bacteria de la especie 

Acinetobacter baumannii, identificada mediante pruebas fenotípicas (Tinción de Gram, 

API20E), Microscopía electrónica de transmisión (TEM) y Espectrometría de masas 

MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization Time of Flight), así también 

evaluada mediante bioensayos de capacidad degradadora de HC, y condiciones de pH, 

temperatura y salinidad óptimas para su crecimiento. Como resultados de los análisis, 

se identificó como una cepa bacteriana Acinetobacter baumannii, con capacidad de 

degradar hidrocarburos, capacidad para adaptarse a condiciones de 80 °C, en un medio 

con pH 9 y a concentración salinas del 15 % de NaCl, condiciones que favorecieron el 

comportamiento de la cinética de crecimiento de la Acinetobacter baumannii, lo cual 

obtuvo un valor máximo de DO = 1.082. Sus características morfológicas, el sustrato, 

las condiciones de pH, temperatura concentración salina, favorecieron la producción de 

biotensioactivo en la bacteria, metabolito considerado importante en la disminución de la 

tensión superficial del agua emulsionada con hidrocarburos. Por último, se realizaron 

pruebas de toxicidad mediante microdiscos impregnados con NPZnO (0.01 mgmL-1)en 

cajas de cultivo de agar nutritivo y colonias de Acinetobacter baumannii, en el cual se 

pudo observar la proliferación de las colonias a las 24 h, considerándose como una 

prueba de biocompatibilidad positiva. 

El sistema nanobiocatálitico se desarrolló a partir de una cepa pura de 

Acinetobacter baumanii, inmovilizada en alginato de sodio funcionalizado con 

nanopartículas de ZnO, donde se obtuvieron cápsulas de ≈1-2 micra, estas fueron 

caracterizadas mediante SEM, las cuales presentaron una textura rugosa y 

ramificaciones poliméricas, atribuidas a las cadenas de alginato con iones zinc. Las 

cápsulas en su composición presentaron proporción de elementos como: carbono 49.89 

%, oxígeno 37.55 %, sodio 5.29 %, cloro 4.61 % y otros elementos trazas. También, se 
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observaron los tamaños de las células de Acinetobacter b. adheridas a la matriz, con 

tamaños de ~0.542 y ~0.60 µm de ancho y largo, respectivamente. 

En el proceso de biorremediación con el sistema nanobiocatalíco, las cápsulas 

de alginato con nanopartículas de Zn (AZn), presentaron una población bacteriana 

inicial de 30x103 UFC. Se observó una disminución significativa de la absorbancia con 

relación con la degradación de los HCs. Se asume que, el sistema nanobiocatalítico 

favoreció la degradación de hidrocarburos en el agua, hasta un 90 % (1.62 ppm), valor 

aceptable según la normatividad. 

Esta investigación concluye que el método de síntesis de las nanopartículas de 

ZnO por mecanoquímica influyó en la distribución elemental, apariencia uniforme y área 

superficial, características que favorecieron la biocompatibilidad con la Acinetobacter 

baumannii y, la interacción con la superficie del polímero de alginato de sodio, 

mejorando la rigidez de las cápsulas e influyendo de manera significativa en la dinámica 

del proceso de biorremediación. 
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Recomendaciones y Perspectivas 

 Evaluar otros modelos cinéticos microbianos que permita predecir y mejorar la 

eficiencia de la nanobiocatálisis del agua emulsionada. 

 Evaluar otras técnicas de inmovilización como el crosslinking entre el biotensioactivo 

y el polímero funcionalizado con nanopartículas de ZnO. 

 Evaluar sustratos a partir de desechos agroindustriales (bagazos) como fuentes de 

C, N2 y P, para la producción de biotensiactivos a partir de Acinetobacter baumannii 

complex. 

 Sintetizar y caracterizar ZnO nanoestructurado mediante síntesis verde, para 

aplicaciones biotecnológicas (nanopolvos a partir de pigmentos vegetales). 

 Realizar un posdoctorado en nano y micro encapsulamiento de compuestos 

bioactivos en materiales nanoestructurados. 
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Resumen de la 
Tesis: 

En la actualidad, la nanobiotecnología, ha permitido avances 
significativos en la remediación de contaminantes. En esta Tesis, 
se presenta la síntesis de nanopartículas de ZnO obtenidas por 
mecanoquímica, las cuales mostraron intensidad en el plano (101) 
típicas al ZnO y tamaños de cristal de 21.08 nm, superficies cuasi 
esféricas aglomeradas, con distribución de tamaño reducido y 
diámetros de ~111 nm. Además, de una energía dispersiva, 
asociada al Zn (1.0118 keV transición lα) y al O (0.5249 keV 
transición kα), una composición predominante de zinc (≈75-79 % 
masa) y menor concentración de oxígeno (≈18-22 % masa). 
También, se obtuvieron isotermas con bucle de histéresis 
estrecho, tamaños de poros de 32 nm y superficie de 41.36 m2 g-
1. Por otro lado, se aisló una Acinetobacter baumannii complex 
con características extremotolerantes, evaluadas en medio líquido 
a pH 5, temperatura de 70 °C y salinidad del 30 %, y una 
población de 0.44, 0.74 y 0.77 DO600nm, respectivamente. 
También, se obtuvo un biotensioactivo de la bacteria, de tipo 
lipopéptido asociado a sus grupos O=C-N, C-N. La bacteria 
presentó capacidad de metabolizar HCs, en un suelo contaminado 
con una eficiencia de 42.35 %. 
Finalmente, se desarrolló un sistema nanobiocatalítico, basado en 
la inmovilización de la Acinetobacter b.en alginato con NPs ZnO. 
Se obtuvieron capsulas de 1 a 2 µm, con bacterias de ~0.542 y 
~0.60 µm de ancho y largo, una composición mayor basada en 
carbono de 49.89 %, oxígeno 37.55 %, sodio 5.29 %. Se cuantificó 
una población de 30000 UFCgr-1 de cápsulas. Con base en, lo 
anterior se realizó la biorremediación de un agua emulsionada a 
través del sistema nanobiocatalítico, con una eficiencia de 
98.94 %. El sistema, promovió la interacción y aumentó la 
biodisponibilidad del contaminante para su biodegradación. Por lo 
tanto, esta investigación sugiere una estrategia sustentable para la 
recuperación de ecosistemas. 

Palabras clave de 
la Tesis: 

Biorremediación, Acinetobacter, MALDI-TOF, biotensioactivo, 
microcápsulas. 
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