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BIOSURFACTANTES SINTETIZADOS POR
MICROORGANISMOS PROVENIENTES DE AGUA CONGENITA
CON POTENCIALES APLICACIONES EN LA INDUSTRIA
PETROLERA

14



RESUMEN

Los microorganismos originan una diversidad de compuestos bipolares, anfipaticos, con
actividad supetficial e interfacial; los biosurfactantes son partes de la membrana celular
de bacterias y hongos. En la actualidad los biosurfactantes estan obteniendo mayor
interés con respecto_a‘los surfactantes quimicos debido a las grandes ventajas que
representan para el medio ambiente, los biosurfactantes tienen un amplio campo de
aplicacién, dependiendo.de sus propiedades fisicoquimicas pueden ser utilizados en las
diferentes industrias, incluyendo la biorremediacion de ecosistemas contaminados con
hidrocarburos. Los surfactantes.quimicos, no son ecoldgicos, tienen baja eficiencia a la
biodegradacion y son considerades\altamente toxicos. Sin embargo, la informacion de

analisis fisicoquimicos de biosurfactantes es escasa.

En el presente trabajo se aislé_microorganismos de agua congénita proveniente de
baterias de separacion, obteniende”ocho cepas bacterianas y siete fangicas. Para la
seleccion de los microorganismos se.sembraroendas cepas en Agar nutritivo con petréleo
estéril como unica fuente de carbono; de este procesg se seleccionaron seis cepas; para
la produccion de biosurfactante se empled.medio mineral liquido comercial, el mismo que
fue separado de la masa microbiana, mediante lal centrifugacion vy filtracion. Los
metabolitos fueron evaluados fisicoquimicamente. Los Tesultados obtenidos indicaron
gue los biosurfactantes son lipopéptidos de acuerdo a la crematografia en capa fina y
espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier, disminuyen tension superficial
del agua hasta 45 mN m™. Por lo tanto, los biosurfactantes#tienen posibilidad de

aplicacion en las diferentes industrias.

Palabras clave: Biosurfactantes, petréleo, tension superficial, concentracion micelar

critica.
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ABSTRACT

Microorganisms produce a variety of bipolar, amphipathic compounds with surface and
interfacial activity. ‘Biosurfactants are components of the cell membrane of bacteria and
fungi. Recently, biosurfactants have gained more interest over chemical surfactants due
to their environmental advantages. Their wide range of applications depends on their
physicochemical propertiesy” allowing their use in various industries, including the
bioremediation of ecosystems‘eontaminated with hydrocarbons. Chemical surfactants are
not eco-friendly, have low biodegradation efficiency, and are highly toxic. However,

information on the physicochemical.analysis of biosurfactants remains scarce.

In this study, microorganisms were’isolated from connate water obtained from separation
batteries, yielding eight bacterial and sevenyfungal strains. To select microorganisms,
strains were cultivated in nutrient agar with sterilé petroleum as the sole carbon source,
leading to the selection of six strains. Farrbiosurfactant production, a commercial liquid
mineral medium was used, which was separated from the microbial biomass through
centrifugation and filtration. The metabolites were evaluated physicochemically. The
results indicated that biosurfactants are lipopeptides'.. according to thin-layer
chromatography and Fourier-transform infrared spectroscopy;\reducing water surface
tension to 45 mN m™. Therefore, biosurfactants have potential applications across

various industries.

Keywords: Biosurfactants, oil, surface tension, critical micelle concentration
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INTRODUCCION

En la actualidad el petroleo es una de las materias primas mas importantes a nivel
mundial poritanto es la base de la economia de muchos paises como México, Estados
Unidos, ArabiacSaudita entre otros. El petréleo es utilizado principalmente para la
produccion de combustibles y lubricantes, ademas se ocupa para la manufacturacion de
polimeros, que de‘acuerdo a sus caracteristicas pueden ser usados para la elaboracion
de protesis, 6rganos artifiCiales, implantes para odontologia, tubos para uso industrial y
domeéstico. Con el petrdleo también se fabrican fertilizantes, herbicidas, colorantes,
detergentes, ceras, asfaltey“etc. BP (2015) reportd que los diez principales paises
productores de petroleo en ‘el.2014 fueron: Estados Unidos, Arabia Saudita, Rusia,
Canadd, China, Emiratos Arabes,.Iran, Irak, Kuwait y México que ocupé el 10mo lugar
de la lista, aportando 2.784 Miles de"barriles diarios (Mbd), cifra que es confirmada por
lo reportado por Petrdleos Mexicanos (REMEX, 2014). De los 2.784 Mbd, la Region
Sureste de la Republica Mexicana aporté 1.072 Mbd de la produccion nacional de
petréleo, lo que hizo a Tabasco y‘Chiapas lossestados con mayor produccion de petréleo
con 683.6 Mbd.

A lo largo de los afios la industria petrolefa ha manejado procesos fisicoquimicos y
mecanicos para lidiar con las complicaciones de obtencién y rescate de los
hidrocarburos. Para la extraccion del petrdleo se tienen/establecidas tres fases de
recuperacion: primaria, secundaria y terciaria. En la fase jrimaria la produccion de
petroleo depende de la presion natural y flujo caracteristico del petréleo donde la
recuperacion del petréleo es alrededor del 15%; siendo la fasesde extraccion mas
econdmica. En la fase secundaria se ocupa la inyeccion de agua (water, flooding) para
extraer parte del petroleo residual entrampado en los poros de la roca o la.inyeccion de
gases como COz, N2 o0 gas natural. No obstante, en esta fase de extraccibn‘permanece
una remanencia del petréleo pesado y extrapesado de aproximadamente 60%) Y en la
fase terciaria también llamada recuperacion mejorada del petréleo (EOR). Se considera

la mas cara puesto que se utilizan distintos métodos para aumentar la presion.en. el
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reservorio y/o disminuir la viscosidad del petroleo mediante la inyeccion de quimicos
como pelimeros, surfactantes, (chemical flooding), agentes térmicos (estimulacion con
vapor, inyeccion de agua caliente e inflamacion en el area) o solventes miscibles (Pelaez,
2009). Las téenicas EOR que ha llamado fuertemente la atencion es la recuperacion
mejorada conmicroorganismos, la cual emplea microorganismos 0 sus productos
metabolicos (biosurfactantes), con el fin de recuperar aquellas fracciones de petréleo con

altos grados de viscosidad (Marchant & Banat, 2012).

En México existen una Qram” cantidad de yacimientos “agotados” o desatendidos,
comunmente llamados yacimientos o pozos maduros, en el cual la extraccion del petroleo
crudo remanente por las tecnologias convencionales es costosa. La inclinacion de los
reservorios en nuestro pais, los escenarios ambientales desfavorables y el descenso
de encontrar nuevos depdsitos petroliferos, son situaciones que hacen necesaria la
investigacion cientifica de nuevas tecnologias. Asi como su implementacion en la
industria petrolera. En la actualidad-se han“descubierto diversos microrganismos con la
capacidad de sintetizar biosurfactantes, los cuales por sus caracteristicas fisicoquimicas
pueden competir y remplazar a los surfactantes¢de.origen quimico. Los biosurfactantes
tienen grandes ventajas con respectos a) los sdrfactantes quimicos. Son buenos
reductores de la tension superficial e interfacial entre~el petréleo y el agua, lo que
posibilita y aumenta la recuperacion de petroleo en la tercera,fase de extraccion (Youssef
et al., 2013). Los biosurfactantes tienen buena estabilidad_en medios salinos, son
biodegradables, tienen baja o nula toxicidad, etc. (Ojeda et al., 2016) y, ademas, al no
provenir del petr6leo como los surfactantes quimicos, sus precios“son independientes

del precio internacional del petréleo.

Esta investigacion planteé el aislamiento y utilizacion selectiva de ‘diversas cepas
microbianas autéctonas de agua congénita, que tienen la capacidad ‘de sintetizar
biosurfactantes. Estos podrian modificar las propiedades del petrdleo o las propiedades
de la roca de lutita, consintiendo una recuperacion sostenible. Por lo tanto, el agbjetivo

principal de esta investigacion es el aislamiento de cepas microbianas y caracterizacion
18



fisicoa@co de biosurfactantes. De esta manera, se aporta conocimiento cientifico para
| aplicacion en un sistema de MEOR en pozo petrolero.



Capitulo 1
1 MARCO TEORICO
1.1 Hidrocarburos
1.1.1 Petrdleo

La palabra petroleo’ desciende del latin petréleum la cual se compone de “petra” que
significa roca o piedra y_ “6leum” que significa aceite por lo tanto petréleum quiere decir
aceite de roca. Se ha considerado como la materia prima con mayor demanda en la
industria energética y a pesaf de ser un recurso natural, no es renovable (Miranda et al.,
2007; Méndez, 2007).

1.1.2 Origen del petréleo

La teoria de Engler de 1911 menciona.que la formacion de hidrocarburos tanto liquidos
como gaseosos esta asociada~al progreso..de pefias sedimentarias, precipitadas en
entornos marinos, costeros o <€ontiguos¢ al océano, y resulta del proceso de
descomposicion de materia organica de origen@animal y vegetal, que en épocas arcaicas

guedaron depositados en esas areas.

1.1.3 Composicién del petréleo

El petr6leo es una sustancia de color oscuro y consistencia aceitosa, y por su
composicién quimica (hidrogeno y carbono) se le denomina hidrocarburo (Miranda et al.,
2007; Olguin et al., 2007).

La composicion elemental quimica del petréleo regularmente esta comprendida dentro
de los intervalos indicados en la Figura 1 (Miranda et al., 2007).

De acuerdo la cantidad de carbono (&tomos) y del arreglo atomico de los-hidratos de
carbono que componen al petréleo crudo, se poseen distintas propiedades gque los
identifican por lo tanto establecen sus aplicaciones como combustibles, lubricantes,

ceras o solventes (IMP, 2011).
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Otros: Azufre (0.04-6%), Nitrégeno
(0.1-1.5%), Oxigeno {0.1-0.5%) y
/ Metales (50-150 ppm)

Hidrégeno (11-14%)

Carbono (84-87%)

Figura 1. Camposicion quimica elemental del petréleo (Miranda et al., 2007).

1.1.4 Clasificaciéon del petréleo

Con la temperatura de ebullicion realo “TBP” (True Boiling Point Distillation) existen las
curvas de destilacion las cuales clasifican al petrdleo y delimitan los provechos que se
pueden alcanzar de los productos por.Separacion directa. Por ejemplo, con el petréleo
crudo del “Istmo” se obtiene unasganancia directa del 26.0% volumétrico en gasolina,
mientras que en el petrdleo crudo“Maya” sole se logra el 15.7%.

En la manufactura internacional de.los hidrocarburos liquidos, el petroleo se clasifica
acorde a los °API (parametro internaciopal del*InStituto Americano del Petréleo), que
hace diferencias en la calidad del petréleo..La Tabla“l indica la clasificacion del petroleo
(IMP, 2011).

Tabla 1. Clasificacion del petrdleo de acuérdo
a su densidad (IMP, 2011).

Aceite crudo Densidad Densidad
(g cm?) (°API)
Extrapesado >1.00 10.00
Pesado 1.00 - 0.92 10.0 - 22.30
Mediano 0.92-0.87 22.3-31.10
Ligero 0.87-0.83 31.10-39.00
Superligero <0.83 > 39.00

Otra forma de clasificacion del petroleo es de acuerdo a sus caracteristicas
fisicoquimicas. Por ejemplo, en petroquimica lo clasifican por el contenido de‘azufre:
Amargo (>1.5%), semi amargo (entre 0.5 a 1.5%) y dulce (<0.5%) (PEMEX, 2014).
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1.1.5 Produccién y extraccion

En el 2016; a nivel mundial se produjeron 72 842.2 Mdb, en la Tabla 2 se muestra la
produccionsmundial de petréleo, de los cuales la regidon Medio Oriente produjo 23 834.5
Mdb, ocupando<el primer lugar por regiones. De acuerdo a su produccién siguen Europa
Oriental, Euroasid,y Latinoamérica, en segundo lugar, con 17.51% vy tercer lugar con
13.29%, respectivamerite. Entre los paises, Rusia con 10 146.6 Mdb ocupa el primer
lugar a nivel mundial; seguido por Arabia Saudita con el 13.23% y Estados Unidos de
Ameérica con el 10.22%"de’la producciéon anual mundial. En este rubro México se ubica
en la décima posicion con‘una producciéon de 2 522.2 Mdb, la cual representa el 3.46%
(Fantini, 2014).

Tabla 2. Produccionsmundial de petrdleo (Fantini, 2014).

Region Produccién de petréleo (Mdb)
Norteamérica 8 822.10
Latinoamérica 9 680.20
Europa Oriental y Euro_Asia 12 757.30
Europa Occidental 2721.60
Medio Oriente 23 834.50
Africa 7 640.10
Asiay Pacifico 7 386.40
Total, mundial 72 842.20

A nivel nacional e internacional en las diferentes industrias, el petréleo mexicano se le
considera como materia prima de excelente calidad. Nuestro pais cuenta con cuatro tipos
de petréleo: Olmeca considerado super ligero y semi amargo porsu densidad de 39 °API
y 0.8% de azufre en peso, Istmo considerado ligero y semi amargo\por su densidad de
33 °APly 1.3% de azufre en peso, Maya considerado pesado y amargo por su densidad
de 22 °APIl y 3.3% de azufre en peso y Altamira considerado pesado y-amargo por su
densidad de 15 °API y 5.6% de azufre en peso (PEMEX, 2018). A nivel nacional e
internacional, al petréleo mexicano se considera como materia prima de.excelente

calidad.
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PEMEX"(2014) reportd que de los 2 522.20 Mdb que se produjeron en México, 1 365
Mdb fueron de crudo Maya, 847 Mdb de crudo Istmo y 310 Mdb de crudo Olmeca, siendo
la region +maritima noreste la que contribuyd con el mayor porcentaje, aportando el
51.38%. Portra parte, la produccion de hidrocarburos en pozos en tierra en el litoral del
Golfo de Méxice fue del 25.11%. En el estado de Tabasco se reporté una produccion de
433 Mdb, esto represento el 16.99%, convirtiéndose en el estado con mayor extraccion

de hidrocarburos a nivelhnacional.

1.1.6 Agua congénita

El agua congénita o también cenecida como agua de formacion, es un liquido salado que
esta presente en el interior de la roea, asociada con la presencia de hidrocarburos. Su
composicion quimica es de sales disueltas (CaCl, NaCl y KCI, Na2COs, CaSOs, BaCOs,
entre otros); incluso puede contener.ciertos metales. Las concentraciones de estos
compuestos pueden originar impagtos negativos al medio ambiente por un mal manejo
y/o disposicion final inadecuado. ‘En‘México,en el afio 2002, el aprovechamiento de los
hidrocarburos, origind 12.09 millones.de)metros_etbicos de agua congénita, de los cuales
se reinyectd 86.4% y se situd en areas‘aceptantes;el™14.6% sobrante (Agricultura et al.,
2005).

1.2 Surfactante

La palabra surfactante es un vocablo adaptado de las palabrasyen inglés “Surface Active
agente”. Los surfactantes son moléculas anfipaticas de origen quimico, estas moléculas
son capaces de reducir la tension superficial e interfacial de los liquidos debido a que se
concentran o acumulan en la interfase entre dos medios. Los surfactantes\gozan de una
complexion molecular distintiva la cual es basicamente lineal y asimétriea; poseen dos
zonas, una hidrofébica (parte apolar) y otra hidrofilica (parte polar). Principalmente los
surfactantes se mantienen en la interfase aceite/agua o aire/agua (Figura>2). Si el
surfactante estd disuelto en una fase oleica, su grupo polar posee interacciones_een el

solvente. Si el surfactante se encuentra intrinsecamente en la fase acuosa su grupo polar
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puede_eStar rodeado de moléculas de agua y se conoce como solvatacion (Riojas et al.,
2010).

Los biosurfactantes tienen importantes caracteristicas fisicoquimicas (tension superficial,
grupos funcionales; concentracion micelar critica, viscosidad, entre otras) las cuales les
dan la peculiaridad? a las moléculas antipaticas de ser excelentes detergentes,
emulsificantes, espumantes y dispersantes (Ojeda et al., 2016), por lo tanto, los
surfactantes son empleados extensamente en las diferentes industrias, principalmente

en la elaboracion de detergenteés y pinturas (Mohammad et al., 2008).

Parte Apolar
.—>

f5]
®
oy
&

Parte Polar
_}

T e P =
Figura 2. Ubicacion de la.molécula de surfactante
en la interfase (Riojas et al.»2010)

El mecanismo de accion de los surfactantes, esta en su capacidad de inmiscuirse como
una capa muy fina entre dos fases inmiscible, por lo que la tension superficial e interfacial
entre la sustancia hidrofébica y los compuestos hidrofilicos se reducen a tal grado que
las dos fases se vuelven miscibles entre si. A concentraciones bajas de los surfactantes,
las moléculas bipolares aumentan inicialmente en la interfase" aceite/agua, y a
concentraciones altas la fase de aceite se disuelve, es decir, las partiCulas coloidales
individuales son encerradas completamente por las moléculas de losrsurfactantes
formando micelas, las cuales se dispersan en la fase acuosa (Martienssen‘et al., 2003).
Los parametros importantes en un surfactante son la tension superficial y la

concentracién micelar critica.
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1.2.1 Clasificacion

Los surfaCtantes pueden clasificarse segun la naturaleza de la carga en su parte

hidrofilica, en la Tabla 3 se muestra la clasificacion.

Tabla 3. Clasificacion de surfactantes (Schramm, 2000).

Tipo Ejemplo
Anidnicos Esterator de sodio
Dodecil’sulfato de sodio
Dodecilcbenceno sulfato de sodio
Laurilaminavhidroclorada
Catidnicos Cloruro de trimetil. dodecil amonio
Bromuro de trimetil cetil amonio
No iénicos Alcohol polioxietileno

Alquilfenol etoxilate

Dodecil betaino
Cocoamino-2-hidroxi¢propil-
sulfobetaino

Zwitterionicos

Estructura

CH3 (CH2)16 COO™ Na*

CHs (CH2)11 SO+ Na*

CH3z (CHz2)11 CeHa SOz Na*
CHs (CH2)11 NHs* CI

Ci2H25 N* (CH3)3 CI

CH3 (CHz2)15 N* (CH3)3 Br
CnHzn+1 (OCH2CH2)m OH
CoH19" CeéHa” (OCH2CH2)n OH
C12H2s5 N* (CH3)2 CH.COO"
CnHzn+1 CONH (CHz2)3 N* (CHs)2 CH2CH (OH)
CH2 SOz

El componente hidrofilico de un surfactante puede ser i6nico o soberanamente polar,

permitiéendole asi actuar como ‘solubilizante/ en solventes polares. En general, los

principales grupos hidrofilicos presentes en los surfactantes se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Grupos hidrofilicos més frecuentes en los
tensoactivos (Sustersick, 2004).

Nombre Grupo-hidrofilico
Sulfonato R-SO3z-M*

Sulfato R-OSOs-M*

Carboxilato R-COO-M*

Fosfato R-OPO3-M*

Amonio RxHYN*X" (x= 1-3, y=4-x)
Amonio cuaternario RaN*X

Betainas RN*(CHz)2 CH2.COO"
Sulfobetainas RN*(CH3)2 CH2CH2SOs

Polioxietileno

R-OCHz CHz (OCH2CH2)n OH

R-NH-CHR-CO-NH-CHR"-CO---

Polipéptido COH

Sorbitan, glicerol (C3sHsO2),
Poliol etilenglicol

(C2He02)
Poliglicidil OCH2CH(CH20H)CH2)n---

R-(OCH2CH(CH20H)CH2OH
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1.2.2 Fefmacién de micelas

En soluciones acuosas, las moléculas anfifilicas forman agregados moleculares
denominades micelas, debido a que la parte hidrofébica de la molécula se encubre del
area humeda, per otra parte, la seccién hidrofilica permanece exteriorizada en el area
humeda. La creacién de micelas en medios acuosos ocurre debido a la inclinacion de
las cadenas alquilieaspara evadir la interaccion perjudicial con el agua, mientras que el

area polar se mantiene en unién con el entorno acuoso (Yajuan et al., 2019).

Termodindmicamente el preceso de sintesis micelar, contiene la carga del resultado
electrostéatico e hidrofobico sobte’la energia de Gibbs del sistema. El petréleo y el agua
por sus caracteristicas fisicoquimicas no son miscibles entre si. La energia de Gibbs
(ecuacion 1) se define como una disCrepancia asociada al potencial quimico del soluto

petréleo en agua y talmente petréleo solvente en una disolucién imperecedera.

AGt° = ].,LOHC a Ll.oaq .......................................... (1)

En el cual, p°yc y n%q son los potenciales quimicos del petroleo combinado en petrdleo
solvente y en agua, correspondientemente, ¥ AGt° es,la energia de Gibbs para el proceso

de mover el petréleo disuelto desde el ‘solvente petréleo con direcciéon al agua. Por

ejemplo, n-alcanos o n-alquenos (serie homb6loga de thidrocarburos), el valor de AGt°

ordinariamente aumenta conforme a la ecuacion 2.

AGt® = (@-bne) RT ..o (2)

En el que a y b permanecen invariables para una especifica serie”de~hidrocarburos y nc
es el numero de atomos de los carbonos contenidos en la cadena. La energia de Gibbs,
AGt°, alcanza fragmentar en las cargas de entropias y entalpias (ecuacion-3) (Schramm,
2000).

AGt® = AHE- TASt® ..o (3)
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En el gue ASt° y AHt° son la entropia y la entalpia de traspaso, correspondientemente.
Es decir,#en los procesos quimicos para que la reaccion se origine de manera
improvisadagel diferencial de la energia libre de Gibbs debe resultar negativo, es decir,
la compensaeitn entre los valores de entalpia y entropia deberan ser favorables. Las
cargas de entalpia,estan relacionadas con la energia concerniente en los procesos,
esencialmente intérmoleculares; en cambio las cargas de entropia estan con los datos
estadisticos afines can elsnivel de arreglo que se encuentra en el sistema, es decir, el

total de micro estados que.se pudieran correlacionar con una cierta energia.

Al analizar disoluciones, elcequilibrio de ambas cargas tiende comunmente a la
separacion molecular del soluto diSuelto en el solvente. El compuesto tendra alteraciones
de agrupacién gue posiblemente terminen en una precipitacion, todo depende de las
circunstancias existentes. Pero, cuando, el arreglo quimico del soluto tiene dos
fracciones con conductas quimicasydiferentes y el liquido dispersante es buen disolvente
para una de las fracciones y malo~-para la Otra se podra crear micelas debido a la
precipitacion de una de las fracciones,de lal molécula frente a la predisposicion a la
disolucion de la otra. Si entrambas fracciones carrespondieran a distintas moléculas, se
originaria una precipitacion de las unidades no solubles, quedando los solubles disueltos.
A pesar de, la fuerte presencia de la alianza.entre ambas imposibilita que se origine la
separacion o precipitacion selectiva (Schramm, 2000).

Asi que las interacciones del fragmento no soluble con el disolvente muestran un
equilibrio de energia nocivo, el sistema demorara a una reorganizacion de las moléculas
del medio. Esta reorganizacion radicara en la union de los fragmentos ne solubles entre
si de tal modo se evitaran los empalmes de ese fragmento con el disélvente, teniendo
un decremento del componente desfavorable de la energia, quedando“en terno a otra
zona generada a partir del material disuelto. Por lo tanto, la superficie estara-expuesta
con el solvente, esto origina dos fendmenos; el primer efecto es el aislamiento del ndcleo
central contra el disolvente y el segundo efecto es el incremento de las relaciones del

componente disoluble con el solvente, acompafiado por una emision de energia. Cemo
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efecto_final, la disolucion del agregado en el solvente, sin fragmentarse de particulas
mono moleculares, es decir que no consiste en una auténtica dilucion, mas bien se trata
con una dispersion de propiedades especiales. De manera que, el efecto se origina
como consecuencia de dos fuerzas contrarias: La entalpia estd encaminada hacia la
agrupacion micelar y la entropia que evita el incremento de micelas hasta la etapa

macroscoépica (Katime et al., 2003).

1.2.3 La concentraciénsmicelar critica

El valor de la concentracién”micelar critica (CMC), se deduce experimentalmente por
muchas técnicas donde se caledla la transformacion de cualquier propiedad fisicoquimica
como la tensién superficial, viscosidad, conductividad, entre otras, (Elizalde et al., 1988).
El valor de la concentracion micelar eritica lo marca en el cambio del sistema en la

variable experimental correspondiente.

La concentracidon micelar critica~es asogciada a parametros significativos como
condiciones de frontera en el proceso de adsorcion, la tension superficial maxima, la
concentracion superficial del surfactante osbiosurfactante se satura hasta un punto critico

en el cual se inicia la formacién de micelas.

De acuerdo a la Figura 3 de Katime et al. (2003), muestra gue la derivada de la tension
superficial de con relacidon a In X (condiciones de concentracignes) es maxima, ademas
su comportamiento es lineal y se ocasiona aproximadamente a_los 20 mN m, lo cual

muestra que a partir de esta tension la superficie se haya en sus limites de saturacion.
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Figura 3. A) Aumento continuo en la pendiente hasta llegar a su méximo; b) Condiciones de
concentracién expresada en In x y.de tension superficial en donde se observa un comportamiento
lineal (Katime et al., 2003).

1.2.4 Latensién superficial e interfacial

Los surfactantes de origen quimico ‘o“bioldégico son capaces de disminuir la tensién
superficial debido a que incomuniean la alineacion de los puentes de hidrogeno y demas
energias implicadas en la afecciéh-entre compuestos (Figura 4). La tension interfacial
entre dos liquidos pende de la energia de cohesitn entre las moléculas de cada liquido
y de la energia de adhesion entre las moléculas”de un liquido y el otro, asimismo la
tension interfacial entre dos liquidos es\afin a la«tension superficial de cada liquido
saturado en el otro (Donahue & Bartell, 1952). Para disminuir la tension interfacial, los
tensoactivos operan como un puente estableciendo asi.una tercera fase de micro

emulsion, lo que beneficia la interaccion entre las fases (Ayirala,& Rao, 2006).
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Figura 4. a, b y ¢ muestran la ubicacion de las moléculas en la interfase y la formacién de
micelas a medida que aumenta la concentracion de las moléculas (De Gennes & Taupin, 1982):
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La tensi6n superficial e interfacial y la concentracion micelar critica son dependientes del
pH, temperatura, concentracion de cloruro de sodio y de los demas solutos presentes en

el medio acueso (Ayirala et al., 2006).

En solucionesw.acuosas, los surfactantes forman micelas que, por su naturaleza
anfipatica, tienen da capacidad de solubilizar compuestos hidrofébicos (Bhairi, 2001).
Mediante la reducciénde_la tension superficial e interfacial, se mejora o incrementa la
transferencia de masa del0os componentes hidrofébicos a partir de la fase liquida o sélida
no acuosa hacia la fase(acuosa, esto debido a la acumulacién de los compuestos

hidrofobicos dentro de la micela(Li et al., 2002).

1.3 Biosurfactantes

Los biosurfactantes son moléculas anfifilicas producidas por diferentes microorganismos
gue tienden la propiedad particular de reducir la tension superficial e interfacial de las
soluciones, asi como también de-formar emulsiones (Shavandi, 2011). La enorme
demanda de los surfactantes en el‘'mercado, ‘principalmente los empleados en la rama
del petréleo han incitado un acrecentamiento en Ja preparacion sintética de cuantiosos
agentes de superficie quimicos. Las actualizaciones en las lineas de investigacion del
area de biotecnologia han desarrollado nuevas técnicas para sintetizar productos
(metabolitos secundarios) a mayor nivel industrial y fabricacion de cepas microbianas
alteradas genéticamente. La inquietud por el ecosistema; garantiza a futuro la
implementacion de diferentes biosurfactantes en las distintas ‘areas industriales por sus
peculiares caracteristicas de origen natural (incondicional a los eeosistemas por su poca
o nula nocividad), ademas de tener la peripecia de generar productos mediante
fermentacion tanto en entornos externos como internos al lugar de”origen (Tugrul &
Cansunar, 2005).

La mayor parte de los surfactantes microbianos son moléculas complejas, comprenden

estructuras que incluyen péptidos, glicolipidos, acidos grasos y fosfolipidos (Nichke. et
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al., 2004), aparte de ser capaces de reducir la tension superficial, numerosos de éstos
comprenden un extenso rango de propiedades funcionales como son: separacion de
fases, actividades superficiales, emulsificaciones, reduccién de la viscosidad de
lubricantes, entre otras; un sector relevante de la aplicacidén de biosurfactantes radica en
la polimerizacién“y.elaboracion de pinturas. Asi mismo, son generalmente utilizados en
la elaboracion de ¢hormigones, alquitranes, textiles y en la produccion de compuestos
fibrosos. Ademas, tiepen usos en el proceso y manejo de las diferentes industrias como
la metalurgia, la minera,srecursos hidricos, alimentaria, cosmética, productos de limpieza
entre otros. En el ambito agricola, se emplean como agentes disolventes y dispersantes

para abonos y plaguicidas (Sulbaran et al., 2005).

En el &mbito de la industria del petr6leo, las aplicaciones abarcan la biorremediacion de
areas contaminadas con hidrocarbures, el control y esparcimiento de efusiones de
petroleo, la remocion de crudo incrustado en tanques de almacenamiento, la gestion de
asfaltenos el transporte y manejo/de-hidrocarburos, la limpiezay prevencion de corrosion

al interior de oleoductosy la recupéracion avanzada del petroleo crudo.

Los biosurfactantes son sintetizados por diversos grupos de cepas microbianas. Estos
agregados en su mayoria, corresponde a_metabolitos~secundarios liberados por los
microorganismos durante la etapa definitiva de su desarrollo (Sulbaran et al., 2005).
Poseen una elevada accién de superficie y caracteristicas’emulsificantes. Su funcién
fisiolégica radica en mejorar la accesibilidad bioldgica de loszhidrocarburos aromaticos
policiclicos, facilitando su biotransformacién y disminuyendo tanto,la tension superficial

como interfacial (Bagheri et al., 2009).

Los microorganismos poseen la habilidad de sintetizar una amplia “.diversidad de
compuestos metabdlicos con notables propiedades de superficie. A pesar-de, ello, su
implementacion y utilidad ha sido restringidas por elevados costos asociades, a su
obtencién y alto grado de pureza, a diferencia con la fabricacion quimica convencional de

tensoactivos (Araujo, 2007). La reduccion de los gastos en la generacion_de
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biosurfaCtantes puede lograse optimizando la formulacion del medio de cultivo con el uso
de sustrates econdémicos asequibles mediante la concepcion y ejecucion eficiente de
biorreactoress(Amani et al., 2009). La manufactura internacional de surfactantes en el
afio 2000 caexistio en 11 millones de toneladas, con un incremento aproximado del
3.5% anual. En“el 2004 Specialty surfactants indico que el territorio de Asia fue el
maximo productor ‘de estos quimicos con el 45%, siguiendo Europa con un 28% y

Ameérica con el 22%.

1.3.1 Clasificacion y tipos de’biosurfactantes que son producidos por los
microorganismos

La composicion y la estructura quimica de los biosurfactantes estan influenciadas por las
condiciones del cultivo, tales como la disponibilidad del carbono y nitrégeno, la presencia
de oligoelementos, la temperatura, el nivel de oxigeno y pH. Estos factores generan
modificaciones en la estructura”molecular, lo, que, a su vez, afecta sus propiedades
fisicas y quimicas.

A nivel de la perspectiva quimica presenta mayor variedad estructural, ostentan una
mayor seleccion y son invariables a temperaturas altas, pH y salinidad (Ojeda et al.,
2016).

1.3.1.1 Bajo peso molecular

Los biosurfactantes de bajo peso molecular corresponden armenos de 1500 Da, son
colectivamente glicolipidos, donde los hidratos de carbono quedan.incorporados a largas
cadenas de acidos alifaticos, o lipopéptidos (Ron & Rosenberg, 2002). Estos
biosurfactantes tienen una baja concentracién micelar critica y aumentan“la solubilidad

aparente de los hidratos de carbono juntdndolos en los senos hidrofébicos.de las micelas.

En la Figura 5 se observa la diferenciacion de la concentracion del petréleo selubilizado
en una solucién de biosurfactante dependiendo de las concentraciones del metabalito.

En funcién de la concentracién micelar critica, la solubilizacion crece formidablemente
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porque-€l petroleo se inserta al centro de la micela, esta caracteristica es la que favorece
a la soludbilizacion de los compuestos del hidrocarburo, entonces, los biosurfactantes

tienen buehasaplicacion en los procesos de recuperacion de petroleo (Salger, 1993).

Cantidad de aceite

solubilizado aceite

0.0 MICELA

Concentracion
de surfactante

Figura 5.¢Solubilizacion micelar (Salger, 1993).

1.3.1.2 Alto peso molecular

Los biosurfactantes con elevado-peso molecular estan después de los 1500 Da, son
compuestos polisacaridos, protefnas, lipopolisacéaridos, lipoproteinas, o composiciones
complejas de estos biopolimeros. Estostienen_baja efectividad disminuyendo la tension
superficial; pese a, son eficaz al envolver las gotasydel petroleo y frenar que éstas se

acoplen, por los cuales se consideran exceléntes emulsificantes (Ron et al., 2002).

1.3.1.3 Glicolipidos

Se componen de un mono-, di-, tri- y tetrasacaridos, entre'les que se encuentran la
glucosa, manosa, galactosa, acido glucuronico, ramnosa y sulfato\de galactosa que se

encuentran unidos a una cadena alifatica o acidos hidroxialifaticos (Desai et al., 1997).

1.3.1.4 Ramnolipidos

Se componen de uno o dos elementos de ramnosa Enlazadas a una o des‘elementos
de acido B-hidroxidecanoico. Diversos cultivos de Pseudomonas aeruginosa,(putida,

chlororaphis y Burkholderia sp han sido utilizados para producir ramnolipidos, logrando
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reducirda tension superficial entre 25 a 30 mN m?y la tensién interfacial a 1 mN m?* en
n-hexano segun lo reportado por Suwansukho et al. (2008).

La sintesis’de ramnolipidos facilita que las células de microorganismos se adhieran a los
hidrocarbuross-gracias a una disminucién en la tensién superficial, lo que incrementa la
disponibilidad ‘de _nutrientes para su metabolismo (Raza et al.,, 2011). A través de
cromatografia liquida'combinada con espectroscopia de masas, Se puede identificar la
formacion de variedades\distintas de ramnolipidos, diferenciandose solo en la longitud de

las cadenas de acidos grasos, que varian entre Cg a Cy», asi como en la posicion Y el

namero de insaturaciones (Soberon et al., 2005).

1.3.1.5 Trehalolipidos

Los biosurfactantes estan formados por el disacéarido trehalosa, el cual se une a los
carbonos Cs y Ce del &cido micdlico: Este tipo de compuestos es producido, en su
mayoria, por microorganismos~de los géneros Mycobacterium M. Nocardia y M.
Corynebacterium (Desai y Banat,»1997). El'acido micdlico se caracteriza por ser una
cadena larga de acidos grasos con‘ramificaciéon en posicion alfa y un grupo hidroxi en
posicion beta. Los trehalipidos generades por distintos microorganismos se distinguen
especialmente por la longitud y arreglo del-acido micolico, la cantidad de atomos de

carbono y el nivel de insaturacion (Rahman & Gakpe, 2008).

1.3.1.6 Soforolipidos

Los soforolipidos estan formados por el disacérido soforosa, el ctal'se une a una cadena
larga no polar de lipidos carboxilicos que contienen entre 16 y 18 particulas de carbono,
con uno o mas enlaces saturados. Estos agentes de superficie consisten en una
combinacion de 6 a 9 tipos distintos de sofordsidos (Desai & Banat, 1997)"La soforosa es
un disacarido de glucosa que presenta una conexion peculiar p-1,2 acetilada. Las
levaduras no patdégenas como Torulopsis Magnoliae, T. Bombicola, T. Petrophilum,
Candida Apicola y C. Bogoriensis son capaces de sintetizar soforolipidos en”altas
cantidades (Van Bogaert et al., 2007).
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1.3.1.7Lipopéptidos y lipoproteinas

Se encuentran con una alta diversidad de lipopéptidos ciclicos producidos por diferentes
microrganismoes como Bacillus Brevis, B. Polymyxa, Pseudomonas Rubescens,
Thiobacillus Thieoxidans, Gluconobacter Cerinus, Agrobacter Tumefaciens, etc. (Desai
& Banat, 1997).

Diferentes lipopéptidos+ anticuerpos poseen poderosa accion superficial: la
Estreptofactina es un péptido hidrofébico extracelular con un volumen de 1003 a 1127
Da, las Polimixinas son “Jipopéptidos anticuerpos constantes, la Viscosina es un

lipopéptido que risminuye la tension superficial (Ron & Rosenberg, 2001).

Mohammad et al. (2008) reportan unlipopéptido ciclico llamado Surfactina producido
por Bacillus Subtilis, es uno de los.mejores y/o poderoso biosurfactante contra los
surfactantes de origen quimico. La Surfactina presenta una caracteristica anfifilica, con
la capacidad de disminuir la tension superficial del agua de 72 a 29 mN m?' a una

minima concentracion de 0.005%.

1.3.1.8 Acidos grasos y lipidos neutros

Son producidos por una gran variedad de especies mierobianas durante su crecimiento
sobre n-alcanos. Los acidos grasos que bajan ampliameénte la tension superficial e
interfacial, suelen tener entre 12 y 14 atomos de carbono en su.molécula. Entre este grupo
de agentes de superficie, se ha identificado que la Fosfatidiletanolamina generada por
Rodococcus Erythropolis reduce la tension interfacial entre el hexadecano y el agua a
valores inferiores a 1 mN m, donde la CMC es de 30 mg L (Desai & Banat, 1997).

1.3.1.9 Poliméricos

Los biosurfactantes poliméricos de mayor demanda o0 mas conocides son
monoptroteinas, liposan, emulsan, ademas de compuestos de polisacaridos-protefna. La

cepa Acinetobacter Calcoaveticum produce un eficaz bioemulsificante anfipatico_.de
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naturaleza heterosacarida llamada emulsan, que destaca por su notable certeza a
concentraciones entre 0.001 a 0.1%. Este agente de superficie se compone de un
trisacaridorformado por N-acetil-D-galactosamina, &cido urénico N-acetil galactosamina y
un azucar na-definido, los cuales se encuentran incorporados a la molécula de un lipido

carboxilico porimedio de un enlace covalente o éster (Rahman et al., 2008).

1.3.2 Propiedades de“los biosurfactantes

La accion de los biosurfactantes frecuentemente corresponde con alteraciones en la
tension superficial de los liquidos, los gradientes de tension superficial, esto es causado por
la existencia molecular de un biosurfactante en las interfases aceite-agua o aire-agua, son

definitivos por tensibmetros analogos-o digitales (Makkar & Cameotra, 1998).

La concentracion micelar critica es un pardmetro caracteristico para cada metabolito. Para
valores inferiores a esta concentracion, todas las moléculas del metabolito presente
en cualquier liquido se encuentran‘de manera de monomeros situados en la interfase
agua-aire, en cambio, en las concentraciones mas altas, ciertas moléculas del metabolito

se hallan de manera micelar.

En la Figura 6, la molécula del metabolito se-representa:

|. Baja concentracion todo el metabolito se encuentra en forma de monémeros.

Il. Alta concentracion del metabolito se forman micelas.

[ll. Concentraciones mayores o saturadas del metabolito se forman estructuras como
arreglos cilindricos de micelas.

IV. EI modelo fisico mas aceptado para la micela es el desarrollado porHartley (1936)

y consiste en una configuracion esférica con tres fases (Figura 7).
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Figura 6. Representacion esquematica en el arreglo de las moléculas
de biosurfactante alrededor de la CMC (Donaiji et al., 2010).
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Figura 7. Estructura basica de una
micela con base en el modelo de
Hartley (Donaji et al., 2010).

1.3.3 Funciones microbianas y microorganismos productores de biosdrfactantes

Diferentes especimenes de microorganismos ya sean bacterias, levaduras~y‘jhongos,
tienen el distintivo privilegio de sintetizar un metabolismo secundario mejor ‘conocido

como biosurfactante (Correa et al., 1999). Sin embargo, la mayoria de los biosurfactantes
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son producidos por cepas bacterianas. En la tabla 5 se enlistan algunos de los principales
biosurfactantes, los microorganismos productores y propiedades caracteristicos del

metabolito?

Tabla 5. Fuente microbiana y propiedades de algunos biosurfactantes de
importancia en la industria petrolera (Desai y Banat, 1997).

Tension CMC Tension
Biosurfactante Organismo superficial L interfacial
(mN m™) (mg L) (mN m™)
Ramnolipidos_+ Pseudomonas aeruginosa 29 0.1-10 0.25
Pseudomonas sp 25-30 0.1- 10 1
Rodococcus erythropolis 32-36 4 14 - 17
Trehalolipidos  Nocardi erythropolis 30 20 3.5
Mycobacterium sp 38 0.3 15
TorulepsiS bombicola 33 1.8
Soforolipido Torulopsis apicola 30 0.9
Lipopéptido Bacillusilicheniformis 27 12 - 20 0.1-03
Serrawetina Sewanellafmarcenscens 28-33
Viscosina Pseudomonas fluorescens 26.5 150
Surfactina Bacillus subtilis 27 -32 23 -160 1
Acidos grasos  Corynebacterium'lepus 30 150 1

Los microorganismos monopolizan-variedades de compuestos organicos como fuente
de carbono y energia para su desarrolle. Cuando, estos sustratos son abruptos por su
pobre solubilidad, la competitividad congsotros ‘microorganismos u otro tipo de factor
ambiental, los microorganismos tienden a_utilizar su”propio metabolito secundario para
poder disponer de la fuente de carbono con mayor facilidad: Las primordiales ocupaciones
de los biosurfactantes a nivel organico son:

i. Capacidad de formar emulsiones y solubilizar moléculas insolubles en fases
acuosas, como el petréleo crudo e hidrocarburos, de esta manera facilitan la
biodisponibilidad de estos sustratos para el crecimiento y»mantenimiento de los
microorganismos y facilitan el transporte de los hidrocarburos (Zeng et al., 2005).

ii. Capacidad de los microorganismos para adherirse o desprenderse de superficies
es una estrategia clave para su supervivencia. Esto se debe a la presencia de
biosurfactantes en la parte externa de su membrana o pared celular-l0s cuales
regulan las propiedades de la superficie celular. Gracias a estos metabolitos, las

células pueden fijarse en sitios especificos para obtener nutrientes.. o
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desprenderse para evitar condiciones ambientales adversas (Rosenberg et al.,
1989).

Actividad antibidtica, la que ha sido demostrada por varios biosurfactantes,
principalmente los lipopéptidos y glicopéptidos (Lin, 1996).

1.3.4 Produccionideibiosurfactante

En

la produccibn @ gran escala de distintos metabolitos mediante procesos

biotecnolégicos, la viabilidad econdmica suele verse afectada por las etapas criticas de

biosintesis o purificacion;Jas cuales representan los principales desafios en la

optimizacioén del proceso.

Para tener un proceso favorable® dé~produccion de biosurfactante econémicamente

competitivo, es recomendable que se'den,los siguientes factores:

Desarrollo de procesos eficientes, incluida la optimizacion de las condiciones de
cultivo usando sustratos baratos o deydesecho para disminuir asi los costos del
proceso y procesos de separacion ‘reptables para la maxima produccion y
recuperacion del metabolito.

Desarrollo y uso de cepas microbianas” sobre productoras, mutantes o

recombinantes, para aumentar los rendimientos (Mukherjee et al., 2006).

1.3.5 Ventajas de los usos de biosurfactantes

Los biotensoactivos poseen diversas ventajas con respecto a sus homélogos de origen

guimico, entre ellas son:

Baja o nula toxicidad: Existen biosurfactantes que a concentraciones'de 80 000 ppm
empiezan a ser toxicos mientras que sus homologos de origen quimico,a 5 000 ppm
son altamente toxicos.

Alta biocompatibilidad y biodegradabilidad: Los biotensoactivos )/ pueden
interactuar de manera favorable con compuestos en situaciones especificas, sin

resultar perjudiciales para la flora y fauna. Esta caracteristica facilita su uso en
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productos como cosméticos, medicamentos y suplementos alimentarios. Los
biosurfactantes son mas faciles de biodegradar.

Disponibilidad de insumos: los biotensoactivos se pueden fabricar utilizando
materiales de bajo costo o residuos de procesos primarios que se encuentren en
abundancia«La disponibilidad del carbono puede derivar de hidrocarburos, lipidos
y/lo carbohidratos, capaces de emplearse individualmente o de manera
combinada.

Gestion ambiental. )los biotensoactivos se emplean de manera efectiva en el
tratamiento de emulsiones industriales, la contencion de derrames de petrdleo
crudo e hidrocarburos; la desintegracion biolégica y eliminacion de toxinas de
desechos industriales, asi“como en la biorremediacion de suelos afectados
negativamente por contaminantes.

Especificidad: los biotensoactivas, al tratarse de particulas organicas complejas
con grupos funcionales definidas, suelen mostrar especificidad en su accion
especialmente en procesgs—~eomo=la depuracion o eliminaciéon de téxicos de
contaminantes concretos. También, se emplean en la separacion de fases de
emulsiones industriales, asi como.en aplicaciones especificas en industrias
cosmética, farmacéutica y alimentaria.

Eficacia: Los biotensoactivos desempefian su funcion incluso bajo condiciones
extremas de temperatura, pH, y concentraciones“de sales, adaptandose a las

mismas condiciones en las que fueron producidas parlas organismos.

1.3.6 Aplicaciones de los biosurfactantes

La aplicacion practica de los biosurfactantes en las diferentes industrias esta

condicionada por los precios de manufactura y caracteristicas como agentes,de superficie

en relacién a la competencia con los surfactantes (Georgiou et alg 1992). Los

biosurfactantes asumen aplicaciones potenciales en &reas ambientales, recuperacion de

hidrocarburos, sectores agricolas, farmacéuticos, alimentaria y cosmética.
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1.3.6.1LAplicaciéon en laindustria petrolera

En el segtor, petrolero, los surfactantes han cobrado una importancia significativa en las
etapas de perforacion, produccion y refinamiento del crudo, ya que esta industria afronta
desafios relacionados con los procesos interfaciales a lo largo de todo el procesamiento,
desde las operaciones iniciales de perforacion hasta la produccion de los bienes

terminados.

Cabe destacar que una,de las aplicaciones relevantes de los biosurfactantes es la
creacion de emulsiones estables de crudos pesados en agua, es decir, aceite en agua
O/W. Los cuales estan destinadas a facilitar la extraccion, el transporte y el
almacenamiento del crudo. Este tipode emulsiones representa una opcion a los métodos
tradicionales como la dilucién con crados ligeros o gasoleos o el calentamiento de ellos,
los cuales conllevan elevados costos\tanto de inversion como operativos. No obstante,
es crucial considerar la calidad de’emulsion que los biotensoactivos puede generar, ya
gue en algunos casos el producto final debeycumplir con ciertos estandares de calidad,
especificamente en relacion al contenide de agua..De acuerdo con la noma ASTM-4006,

este contenido no debe superar el 2% en.el petréleo\crudo.

En los ultimos afios, el uso de surfactantes no-idnicos(y anionicos ha sido clave para la
emulsificacion del crudo en agua. Los surfactantes no-ionicos presentan la ventaja de
ser practicamente insensibles a la salinidad del agua, mientras que los anidnicos
destacan por reducir ain mas la tension interfacial petroleo/agua y ofrecer un menor
costo. En las formulaciones comerciales, ademas de los” surfactantes o sus
combinaciones, se incorporan otros compuestos como co-surfactantes, alcalis y
polimeros que pueden modificar las caracteristicas del sistema. Recientemente, se ha
estudiado el papel de las aminas de cadena corta en la estabilizacién de €mulsiones de
crudo en agua (Delgado et al., 2007).
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1.3.6.2.Recuperacién Mejorada de Hidrocarburo

En el campo de la investigacion, han sido creado numerosos métodos para la
recuperacion mejorada de hidrocarburo conocida como EOR por sus siglas en inglés.
Estos métodos.estan disefiados para aplicarse en yacimientos que ya estan maduros o
agotados. Clasifiecados como técnicas de recuperacion terciaria, permiten optimizar la
extraccién de hidrecarburos en comparacién con los métodos primarios y secundarios
(Satter & Igbal, 2016):

Los métodos de recuperacion mejorada de hidrocarburo incluyen la inyeccion de fluidos
como gases inertes, vapor ‘deragua o simplemente agua en los yacimientos. Este
proceso aporta energia adicional.;al~reservorio, facilitando el desplazamiento de los
hidrocarburos residuales atrapados#Ademas, los fluidos inyectados pueden interactuar
con el sistema roca-hidrocarburo (donde e hidrocarburo se encuentra atrapado en las
rocas porosas), generando ambientes que favorecen su extraccion. Estos procesos
estan vinculados a procedimientos de tipo fisico, quimico o biolégico, los cuales
contribuyen a reducir la tension superficial.e“interfacial, disminuir la viscosidad y

modificar la mojabilidad de las rocas {(Emegwalu;2009).

Los procesos de recuperacion mejorada de hidrocarburo son catalogados en cuatro
subprocesos los cuales son: térmico, solvente, quimico ys<microbiologico. La Tabla 6
presenta una categorizacion y los efectos de diversos subprocesos utilizados en la
recuperacion mejorada de hidrocarburos. Estos subprocesos.estan principalmente
orientados a aumentar el coeficiente capilar y/o reducir el facter, de movilidad, en
comparaciéon con los calores correspondientes al agua de inyeccion. Richo aumento
implica una reduccion en la tensidon interfacial entre el agua utlizada para el
desplazamiento y el hidrocarburo, mientras que la modificacién del factor dé movilidad
puede incrementar la viscosidad del agua y disminuir la del hidrocarbure (Lake &
Walsh, 2008).
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Tabla.6” Clasificacion y efecto de los diferentes subprocesos, empleados en recuperacion mejorada.
Recuperacion

Subproceso Tipo de fluido Efecto en mecanismo alcanzada en
%
~ Reduce viscosidad
Vapor Vaporiza ligeros 5-40
Térmico ™~ _—) Agua caliente Reduce viscosidad 5-10
Combustion Reduce viscosidad 10 - 15

Vaporiza ligeros
) Hidrocarburo miscible Desarrolla miscibilidad
Desarrolla miscibilidad 5-10

CO: miscible Hinchamiento de aceite
Solvente —< €0 inmiscible
Eizre Mejora movilidad, disuelve gas 5-15
Gas\de" combustion
Polimérico Mejora movilidad 5
Quimico Surfactante Mejo_r,a movmd_aq, reduce 15
tensién superficial
. Mejora movilidad, reduce
Alcalis tensién superficial, altera 5
mojabilidad
. D : Reduce tension superficial e
Microbioldgico — Biosurfactante interfacial
Obstruccién del medio poroso, 7-30
Biopolimefos produccion de COz, alcoholes
_ y'acidos

1.3.6.3 Recuperacién Mejorada de Hidrocarburo“via Microbiana

En la actualidad la investigacion apunta la utilizacion de microrganismos dentro de los
procesos de Recuperacion Mejorada de Hidrocarburd via Microbiana denominado
Microbial Enhanced Oil Recovery (MEOR por sus siglas enyinglés).El método mas
comun implica la introduccion directa de microorganismos en el reservorio mediante
inyeccion, acompafada de nutrientes inorganicos y sustratos#que funcionan como
fuentes de carbono. Este enfoque tiene como objetivo fomentar el desarrollo microbiano
y la generacién de metabolitos (Geetha et al., 2018). Por otro lado, un'segundo método
consiste en aislar cepas microbianas capaces de producir biosurfactantes,.optimizar su
produccion en condiciones controladas de laboratorio y, posteriormente, inyecCtarlos en
los reservorios (Figura 8). Este procedimiento busca reducir la tension interfacial entre el

hidrocarburo y el agua congénita, facilitando la extraccion del hidrocarburo residual
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(Youssef et al.,, 2007). Ademas, estas moléculas tienen la ventaja de incrementar la
biodispoenibilidad de compuestos hidrofébicos, que pueden ser degradados por
microorganismos autoctonos en las areas cercanas al reservorio. Los analisis a nivel
de laboratorio-eontienen estudios de curvas de crecimiento microbiano, modificaciones
en la composicion.del hidrocarburo y la caracterizacion fisicoquimica de los metabolitos
obtenidos (Dejun etial., . 1999).

RECUPERACION MEJORADA DE PETROLEO

POZO DE INYECCION POZO0 DE PRODUCCION

$

BACTERIAS Y/O
sus
PRODUCTOS

PETROLEO CRUDO

Figura 8. Principio de los métodos de recuperacion
mejorada‘perinyeccion (Rodriguez, 2024).

La implementacion de inyeccion de microgrganismos e:sus metabolitos en los diferentes
reservorios de varios paises productores 'de/hidrocarburos han mostrado de manera
exitosa que favorecen la recuperacion del petroleo remanénte, asimismo, no interfieren

en la etapa de refinamiento del petréleo crudo (Hitzman & Dennis, 2004).

En México se han implementado técnicas de Microbial Enhanced Oil Recovery en la
agrupacion de 29 pozos petroleros en la zona de Chicontepec, los euales se encuentran
localizados en el Golfo de México (zona costera de plataformas), mejef conocida como
la faja de oro. Esta cuenta con un area en kildmetros cuadrados de 3 815,rayando con
los estados de Veracruz, Puebla e Hidalgo (Figura 9). El Plan Activo AceiteJerciario del
Golfo tienen una gran importancia para México, debido a su 39% lo que representa una
cifra importante en la reserva total de hidrocarburos del pais, que refleja un 177 Mdb

de petréleo crudo equivalente. Durante el primer trimestre de 2010, Pemex registro.una
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produceion total de 2.6 Mdb de petréleo crudo, lo que representd un aumento del 2.2%

versus+el afio 2019 (Pemex, 2011).

——

‘ Y
Activo Integral o
Aceite Terciario del Golfo, » Sl
L . CAMPOS

Figura 9. Mapa de.layubicacion de los 29 campos petroleros
correspondientes al Aetivo,Aceite Terciario del Golfo (CNH-SENER,

1.3.6.4 Proceso de produccion y_refinacion de los hidrocarburos

Tanto en produccion como en refinacion se aplican mayormente surfactantes cationicos
(aminas grasas, imidazolinas y alquilamonio.cuaternarios), los metabolitos se aplican
como inhibidores de corrosion (Figura10). Cuandoel*acido sulfhidrico esta presente en
un medio acuoso, los equilibrios de disociacion pueden alterarse si los iones H* son
consumidos. En este proceso, los iones HS™ se adsorben sobre la superficie metélica,
generando una carga negativa que favorece la adsorcion de‘protones. A medida que los
protones se reducen, se forma el ion metalico, lo que da lugaraun proceso de corrosion

debido al transporte de iones en la fase acuosa.

Cuando los surfactantes catidénicos se adsorben sobre superficies metélicas, forman una
capa hidréfoba que minimiza la interaccion entre la pared y los protones hidratados. Esto
reduce significativamente el riesgo de contacto directo y proporciona_una barrera

protectora contra la corrosion (Salager, 1991).
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HoS <—>HS ™ +H* HS <->S 4+ H*
EQUILIBRIOS <=—> Cuando H ™ se consume > 1/2 H o€

L2
H H H H' @ s

= s
HS” agia g™ agua wst LA

Metal Metal [+ [ etal
Adsorcién de HS™ Ads.Red. H+ Corrosidn
+
H
/ 4 M; Etapa de ads. de
- - inhibidor impide la
HS \ 4 HS adsorcién de H+
Metal Metal = Proteccion

Figuray10. Corrosiéon en medio sulfhidrico e inhibicion
por‘adsorcion de surfactantes catiénicos (Salager,
Los depdsitos de escamas pueden prevenirse mediante el uso de organofosforados,
mientras que los acumulados desparafina se eliminan con agentes dispersantes, como
los alquilfenoles etoxilados. En ambes casos, los surfactantes desempefan un papel
clave al actuar como agentes dispersantes, antinucleacion y antidepdsito, ayudando a
mantener la estabilidad del sistema. Otra aplicacion importante es en la produccion de

emulsiones aceites en agua por-sus siglas en inglés O/W de crudos pesados y

extrapesados. Estos hidrocarburos ‘de’bajos 2API son considerablemente viscosos (105
cp) las Unicas opciones simples de moyvimiento y aeaparamiento de los crudos pesados
y extrapesados consisten en métodos térmicos O_guimicos, estos métodos implican
grandes costos de inversidon por esta razdn.a aplicacion de surfactantes para formar
emulsion O/W de baja viscosidad lo cual permita su bombeo, transporte y
almacenamiento a un bajo costo. Sin embargo, el problema no es simple, porque las
emulsiones deben ser estables al momento del transporte sobre los oleoductos y al
almacenarlos, pero también deben tener la cualidad de rompeérse facilmente mas

adelante si se requiere la separacién del crudo del agua (Salager, 1$991),

En las gasolinas se incorporan surfactantes debido a sus propiedades”detergentes,
dispersantes y su capacidad para inhibir la corrosion. Su accién contribuye-a mantener
la limpieza del sistema de combustiébn y prevenir la acumulacion de reSidues no

deseados.
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Las figuras 11y 12 presentan esquematicamente cOmo estos compuestos actian como
detergentes y solubilizantes en medios no polares, favoreciendo la estabilidad y eficacia

del combustible.

o5 5 o o 5 e
ACB a O=Q=y 3 SUC|0 polar ?O\ et E> /O ? CK

Figura 12. Accion detergente.&h medio no polar Figura 11. Solubilizacion micelar de una sustancia
polar en medio no polar (Salager, 1991).

(Salager, 1991).

Los aditivos antideposito incluyen detergentes y dispersantes, los cuales previenen la
acumulacion de residuos en el ‘sistema de inyeccion, valvulas y agujas. Ademas,
ayudan a reducir la formacion de resinas y 6xido de zinc en las superficies expuestas
a la gasolina. La mayoria de estos compuestos estan disefiados para quemarse sin

generar cenizas, evitando problemas en elfuncionamiento del motor.

Los aditivos para gasolina contienen distintos ¢ipos._de surfactantes, tanto no iénicos
con caracter cationico—como alquil diaminas, alquil.ssuccinimidas de dietilén triamina,
alquil aminas fendlicas y alquil imidazolinas—coma@’ iénicos, entre los que destacan
sales de acidos carboxilicos, alquil sulfonicos y fosféricos. También se emplean
derivados polimerizados con grupos amino o amido, los cuales contribuyen a mejorar

la estabilidad del combustible y optimizar el desempefio del sistema (Salager, 1991).

En los aceites lubricantes para motores de combustion interna se.aplican surfactantes
con accion detergentes del tipo sulfonatos de petroleo, alquil fenolatos_ ealquil salicilatos
de metales divalentes como bario, calcio y magnesio, al quemarse, estas_sustancias no
generan cenizas y, ademas, retrasan la liberacion de carbon y o6xido-~de zinc al
adsorberse en las superficies metalicas del motor. También funcionan como, agentes
secuestrantes en micelas inversas formadas por emulsiones derivadas de la combustion.

Gracias a su accion, es posible incorporar al aceite lubricante sustancias alcalinas
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polaress” las cuales contrarrestan la acidez de los subproductos generados en la
combustion. Los aceites lubricantes incluyen agentes dispersantes que mantienen en
suspension Jlas particulas finas de carbon y calamina, evitando su acumulacion y

depdsito. Estas-particulas son las responsables del ennegrecimiento del aceite.

Los dispersantes mas utilizados en estos sistemas son surfactantes poliméricos, como
copolimeros de metacrilato con vinil piridina o metil vinil pirrolidona, asi como
copolimeros oxidados de-etileno y propileno neutralizados con poliamina. Para reducir la
viscosidad de los aceites( lubricantes con respecto a la variacion de temperatura se

utilizan surfactantes poliméricos-como el polibutano-anillas (Salager, 1991).

Las grasas lubricantes son, en esencia, aceites lubricantes que han sido gelificados
con surfactantes, como los jabones de\litio, sodio, calcio y aluminio, o con polimeros de
urea. En el caso de las grasas fibrosas, €stas contienen cristales liquidos y polimeros,
lo que influye en sus propiedades» estructurales. Algunas grasas incluyen sélidos
coloidales suspendidos, como el sulfuro de molibdeno, cuya dispersion es facilitada por

surfactantes ionicos lipofilicos.

Por otro lado, en la industria cosmética y farmacéutica.se emplean geles de aceites de
parafina purificados, los cuales pueden contener cantidades variables de agua y aceite

atrapadas en una red tridimensional con estructura de cristal liquido (Salager, 1991).

1.3.6.5 Biorremediacioén

La biorremediacion es un proceso mediante el cual los desechos ‘organicos son
eliminados o degradados bioldgicamente bajo condiciones controladas, hasta alcanzar
un estado seguro o reducirse a concentraciones dentro de los limites establecidos por
las autoridades reguladoras (Vidali, 2001).

La biodegradacion de un compuesto suele ser el resultado de la interaccion'entre

diversos microorganismos, cuya eficiencia depende de las condiciones ambientales;.ya
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gue susCrecimiento y actividad enzimatica deben ser adecuados para el proceso. Para
acelerara.degradacion, es comun manipular ciertos parametros, como la agitacion, el
tamafio del indculo, la temperatura de crecimiento y la relacién carbono-nitrdgeno, entre
otros (Vidali,i2001).

El método especificolpara implementar la biorremediacion depende principalmente del
costo del tratamiento™(Kosaric, 2001). En la Tabla 7 se comparan diferentes

procedimientos en funcién de su relacién costo-beneficio.

Tabla 7. Costos del tratamiento de suelos
contaminados (Cameotra & Bollag, 2003).

Tratamiento $USA /Ton
Depésito 140 - 200
Incineracion 150 — 140
Estabilizacion,/fijacion 100 - 200
Biorremediacion 15-70

Tang et al. (2007) llevaron a cabo“un-proceso_.de biodegradacion de petroleo crudo, en
el cual observaron una reduccion de la.tension superficial de 50 a 35 mN-m™ en un lapso
de 24 horas. La disminucion continu6 hasta alcanzar su minimo valor de 32 mN-m™ a

las 96 horas, logrando una biodegradacion del,60% del compuesto.

Investigaciones han demostrado que el empleo de biosurfactantes en suelos
contaminados con hidrocarburos policiclicos aromaticos mejora la biodisponibilidad y
mineralizacion de estos compuestos, incluidos el naftaleno y el fénantreno (Deziel et al.,
1996). Ademas, los biosurfactantes se utilizan en la biodegradacion de pesticidas y en la
remocion de metales, aunque este ambito alin no ha sido ampliamente explorado. En el
caso especifico de los pesticidas, la mayor parte de los estudios ¢s€) centran en
compuestos organoclorados, como el Dicloro-Difenil-Triclohexano (DDT) y{los isdmeros
del Hexa-Clorociclo-Hexano (HCH) (Karanth et al., 2000).
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Capitulo 2
2.1 JUSTIFICACION

La justificacion de esta investigacion radica en la necesidad de encontrar alternativas
sostenibles para/)la recuperacion de petrdleo en yacimientos maduros y agotados.
México, como uno de, los principales productores de petréleo a nivel mundial, enfrenta el
reto de maximizar da_extraccion de hidrocarburos de sus reservas existentes sin

comprometer el medioz@mbiente ni generar costos excesivos.

El uso de técnicas convencionales de recuperacion de petrdleo ha demostrado ser
insuficiente para extraer el crudo remanente de los yacimientos, especialmente en la fase
terciaria, donde las tecnologias tfadicionales son costosas y poco eficientes en ciertos
escenarios. En este contexto, la implementacion de biosurfactantes sintetizados por
microorganismos representa una solucidn innovadora, ya que pueden mejorar la
recuperacion de petroleo al reducir la tension superficial entre el petréleo y el agua,

aumentando la movilidad del hidrocarburo atrapado en los poros de la roca.

Ademas, los biosurfactantes presentan «entajas clave sobre los surfactantes quimicos:
son biodegradables, no toxicos y resistentes/a condiciones extremas como alta salinidad,
lo que los convierte en una opcidn mas ecolégica y ecendmicamente viable. Dado que
su produccién no depende del petrdleo, su costo es indepéndiente de las fluctuaciones

del mercado petrolero, lo que otorga estabilidad a la industria.

Por ello, la investigacion sobre la capacidad de microorganismas autéctonos para
generar biosurfactantes y su aplicacion en la recuperacion mejorada de petroleo (MEOR)
es crucial para garantizar una explotacion mas eficiente y sostenible @e‘os recursos
energeéticos del pais. Con esta tecnologia, México puede fortalecer su industria petrolera
al adoptar métodos mas amigables con el medio ambiente, prolongar la vida.util de sus

yacimientos y disminuir la dependencia de métodos convencionales de extraccion
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2.2 PREGUNTAS DE INVESTIGACION

e (;CUdles son las principales caracteristicas fisicoquimicas de los biosurfactantes
producidos por microorganismos provenientes de agua congénita?

e (Qué tipos de microorganismos se han identificado como productores de
biosurfactantes en agua congénita?

e (Cudles son‘las condiciones 6ptimas para la produccion de biosurfactantes por

microorganismos/provenientes de agua congénita?

2.3 HIPOTESIS

Microrganismos de agua congenita_producen biosurfactante que reducen la tensién

superficial del agua y tienen aplicaciones industriales.

2.4 OBJETIVO GENERAL

Obtener y caracterizar fisicogimicamente biosurfactantes sintetizados por

microrganismos aislados de agua congénita, para.evaluar su aplicacion industrial.

2.5 OBJETIVOS.ESPEEIFICOS

e Caracterizar fisicoquimicamente la muestra de agtia:congénita.

e Obtener en condiciones in vitro cepas microbianas autéctonas, con capacidad de
sintetizar biosurfactante.

e Obtener un fertilizante comercial como fuente de crecimientasmicrobiano.

e Realizar prueba petrofilica a las cepas microbianas.

e Obtener y purificar biosurfactante de cada cepa microbiana.

e Realizar analisis fisicoquimicos a cada biosurfactante.
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Capitulo 3
3. METODOLOGIA

En este capitulo se describe el desarrollo de esta investigacion la cual consistio en tres
etapas. En la primera etapa se realizé el muestreo y caracterizacion fisicoquimicos del
agua congénita proveniente en las instalaciones de PEMEX exploracion y produccion
ubicada en la regién. suroeste de México en el municipio de Centro, Tabasco. La segunda
etapa consisti6 en aislar. y purificar en condiciones axénicas los microorganismos
hallados en el agua congénita, a cada microrganismo encontrado se le realizaron
pruebas petrofilica en medio mineral solido. La curva de crecimiento microbiano se
graficé de las mejores cepas microbianas crecidas en tres diferentes fertilizantes como
medio mineral liquido. Posteriofmente se ejecutd una prueba petrofilica donde se
demostré una degradacion significativa-de petroleo crudo de un suelo contaminado con
petréleo crudo. La tercera etapa consistio en la inoculacién de las mejores cepas
microbianas en condiciones <@xenicas _en-,biorreactores para la produccion de
biosurfactantes, de ahi se continue,-con da~caracterizacion fisicoquimica de cada
biosurfactante. Los analisis realizados.a cada biosurfactante y todos los procedimientos
gue se realizaron en la presente investigacion se llevaron a cabo en un medio controlado

y a una temperatura ambiente de 30 °C.

3.1. Ubicacion del area de muestro

El sitio de muestreo se ubicé en las instalaciones de Petrélegs,Mexicanos en el area de
exploracién y produccién en la region suroeste de México en la giudad de Villahermosa,

municipio Centro, Tabasco, México (Figura 16).

Figura 13. Complejo de PEMEX (Datos del
mapa © 2019 INEGI).
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3.2 Muestreo de agua y analisis fisicoquimico

Una muestra compuesta de agua congénita se recolecté de un equipo llamado
deshidratader el cual capta todo el producto que sale de todos los pozos petroleros del
sitio adyacente.ala extraccion de petrdleo crudo. La muestra se guardd en un frasco de
vidrio color ambar; este fue etiquetadd y resguardado a 4 °C. El muestreo se realizé de
acuerdo a la Norma" Mexicana (NOM-143-SEMARNAT-2003). Para el analisis
fisicoquimicos a nivellaberatorio de acuerdo a la NMX-EC-17025-IMNC-2006 de calidad
y ensayos en cumplimiento de la NOM-001-SEMARNAT-1996 de limites maximos

permisibles de contaminantes en aguas residuales.

3.3 Analisis fisicos
3.3.1 Andlisis para la determinacion.de la turbidez de acuerdo a la norma NMX-
AA-038-SCFI-2001.

Se ocupo un equipo de la marca HANNA modelo HI 93414

La norma NMX-AA-038-SCFI-2001 jes una” . especificacion mexicana para la
determinacion de turbidez en agua, establecida por-la Direccion General de Normas
(DGN) de México. A continuacion, se _presenta wun andlisis detallado para la
determinacion de turbidez segun esta norma:

Objetivo: Determinar la turbidez en agua mediante el método.de nefelometria.

Método: Nefelometria con instrumento de medicion de turbidez:

Equipo y materiales:

1. Nefelébmetro

2. Estandar de turbidez (solucion de fornacina)

3. Cubetas de medicion

4. Agua de muestra

Procedimiento:

1. Calibrar el nefelébmetro con el estandar de turbidez.
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2. Preparar la muestra de agua.

3. Introducir la muestra en la cubeta de medicion.
4. Medir la'turbidez con el nefelometro.

5. Registrar elresultado.

Célculos: No se requieren célculos adicionales, ya que el nefelometro proporciona la

lectura directa de turbidez.

Unidades de medida: La turbidez se expresa en Unidades Nefelométricas de Turbidez
(UNT).

Interpretacion de resultados: La turbidez se clasifica de acuerdo a la siguiente escala:
Baja turbidez: < 1 UNT; Moderada turbidez: 1-5 UNT; Alta turbidez: 5-20 UNT; Muy alta
turbidez: > 20 UNT.

3.3.2 Analisis para la determinacién/de la'conductividad eléctrica de acuerdo a la
norma NMX-AA-093-SCFI-2000.

La norma NMX-AA-093-SCFI-2000 eSgsUna especificacion mexicana para la
determinacion de la conductividad eléctrica en-agua, establecida por la Direccion General
de Normas (DGN) de México. A continuacion, se presenta’un analisis detallado para la
determinacion de conductividad eléctrica segun esta norma:

Objetivo: Determinar la conductividad eléctrica en agua mediante el método de
conductimetria.

Método: Conductimetria con instrumento de medicion de conductividad.

Equipo y materiales:

1. Conductimetro

2. Electrodo de platino

3. Cubetas de medicion

4. Agua de muestra
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5. Estandar de conductividad (solucion de KCI)

Procedimiento:

1. Calibrar ellconductimetro con el estdndar de conductividad.
2. Preparar la muestra de agua.

3. Introducir la muestra en la cubeta de medicion.

4. Medir la conductividad con el conductimetro.

5. Registrar el resultados

Célculos: No se requieren calculos adicionales, ya que el conductimetro proporciona la

lectura directa de conductividad.

Unidades de medida: La conductividad eléctrica se expresa en microSiemens por

centimetro (uS cm™).

Interpretacion de resultados: La conductividad eléctrica se clasifica de acuerdo a la
siguiente escala en unidades pSTcm% Baja_conductividad: < 100; Moderada
conductividad: 100-500; Alta conductividad: 500-1000«y Muy alta conductividad: > 1000.

3.3.3 Andlisis para la determinacion de sélidos totales?yysolidos disueltos totales
de acuerdo a la norma NMX-AA-034-SCFI-2015.

La norma NMX-AA-034-SCFI-2015 es una especificacion ymexicana para la
determinacion de solidos totales y solidos disueltos totales en agya, establecida por la
Direccion General de Normas (DGN) de México. A continuacion, se presenta un analisis
detallado para la determinacion de solidos totales y soélidos disueltos totaleés segun esta
norma:

Solidos Totales

Objetivo: Determinar la cantidad de solidos totales en agua.

Método: Secado en estufa a 105°C.
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Equipoy materiales:

1. Estufa

2. Cruceta’de porcelana
3. Pesa exacta

4. Agua de muestra

Procedimiento:

1. Tomar 100 mL de agua de muestra.

2. Verter la muestra en la Cruceta de porcelana.
3. Secar en estufa a 105°C durante 24 horas.
4. Enfriar y pesar la cruceta.

5. Calcular la cantidad de sélidos totales.

Célculos: Sdlidos totales (mg L1).= (P€so final - Peso inicial) x 1000 / Volumen de

muestra

Unidades de medida: Los Sdlidos totales yslos Solidaos Disueltos Totales se expresa en

miligramos por litro (mg L?1).

Solidos Disueltos Totales
Objetivo: Determinar la cantidad de solidos disueltos totales.en agua.
Método: Filtracion y secado en estufa a 105°C.

Equipo y materiales:

1. Filtro de 0.45 pm

2. Estufa

3. Cruceta de porcelana
4. Pesa exacta

5. Agua de muestra
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Procedimiento:

1. Tomar 100 mL de agua de muestra.

2. Filtrar la“muestra a través del filtro de 0.45 ym.

3. Verter el liquido filtrado en la cruceta de porcelana.

4. Secar en estufa.a 105°C durante 24 horas.

5. Enfriar y pesar la'cruceta.

6. Calcular la cantidadsde sélidos disueltos totales.

Calculos: Sdlidos disueltostotales (mg L) = (Peso final - Peso inicial) x 1000 / Volumen

de muestra.

Interpretacion de resultados: Losresultados se clasifican de acuerdo a la siguiente escala
en unidades mg L

Solidos totales: Bajo: < 100; Moderado: 100-500; Alto: 500-1000 y Muy alto: > 1000.
Solidos disueltos totales: Bajo: < 50; Moderado: 50-200; Alto: 200-500 y Muy alto: > 500.

3.4 Analisis quimicos
3.4.1 Andlisis para la determinacion desalcalinidad de acuerdo a la norma NMX-
AA-036-SCFI-2001.

La norma NMX-AA-036-SCFI-2001 es una especificacion mexicana para la
determinacion de alcalinidad en agua, establecida por la Dirécciéon General de Normas
(DGN) de México. A continuacion, se presenta un andlisis detallado para la
determinacion de alcalinidad segun esta norma:

Objetivo: Determinar la alcalinidad total en agua mediante la\titulacibn con acido
clorhidrico (HCI).

Método: Titulacion potenciométrica con pH-metro.

Equipo y materiales:

1. pH-metro

2. Electrodo de vidrio

3. Solucion de acido clorhidrico (HCI) 0.01 N
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4. Solueion de carbonato de sodio (Na2C0O3) 0.01 N (para calibracion)

5. Aguarde muestra

Procedimiento:

1. Calibrar el pH-metro con soluciones de pH conocidas.

2. Preparar la solucion de acido clorhidrico (HCI) 0.01 N.

3. Tomar 100 mL desagua de muestra y agregar de 2 a 3 gotas de indicador de pH
(p. €j., fenolftaleina).

4. Titular la muestra con acido-clorhidrico (HCI) 0.01 N hasta alcanzar un pH de 8.3.

5. Registrar el volumen de &cido-clorhidrico (HCI) utilizado.

Calculos:

1. Alcalinidad total (mg L* de CaCOs)’=(V x N x 50,000) / Vm

Donde: V = Volumen de &cido clorhidrico (HCI) utilizado (mL); N = Normalidad del &cido
clorhidrico (HCI) (0.01 N) y Vm =Aelumen-de muestra (100 mL).

Unidades de medida: La alcalinidad total'se expresa.en miligramos por litro de Carbonato
de Calcio (mg Lt de CaCO:s).

Interpretacion de resultados: La alcalinidad total se expresa en mg L* de CaCOs. Los
resultados se clasifican de acuerdo a la siguiente escala:_Baja alcalinidad: < 30;
Moderada alcalinidad: 30-100; Alta alcalinidad: 100-200 y Muy‘alta alcalinidad: > 200.

3.4.2 Andlisis para la determinacion de grasas y aceites de acuerdo ala norma
NMX-AA-005-SCFI-2013.

La norma NMX-AA-005-SCFI-2013 es una especificacion mexicana) para la
determinacion de grasas y aceites en agua, establecida por la Direccion General de
Normas (DGN) de México. A continuacion, se presenta un andlisis detallado-para la

determinacién de grasas y aceites segun esta norma:
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Objetive’ Determinar la cantidad de grasas y aceites en agua.
Método"Extraccion con solvente organico y medicion gravimétrica.
Equipo y materiales:

1. Equipo defextraccion (separador de fases)

2. Solvente orgénico (hexano o metanol)

3. Papel de filtro

4. Pesa exacta

5. Agua de muestra

Procedimiento:

. Tomar 100 mL de agua de muestra.

. Agregar solvente organico y mezclar bien.

. Dejar reposar durante 30 minutos.

. Separar las fases y recoger la fase organica.

. Filtrar la fase organica a traves/de-papeldefiltro.

. Evaporar el solvente organico.

~N O o~ WON P

. Pesar el residuo.

Célculos: Grasas y aceites (mg L) = (Peso.del residdo+/Volumen de muestra) x 1000

Unidades de medida: Grasa y aceites se expresa en miligramios por litro (mg L?2).

Interpretacion de resultados en unidades mg L: Los resultados se.clasifican de acuerdo

a la siguiente escala: Bajo: < 1; Moderado: 1-10; Alto: 10-50 y Muy alto: > 50.

3.4.3 Determinacion del potencial de hidrégeno de acuerdo ala norma NMX-AA-
008-SCFI-2011.

La norma NMX-AA-008-SCFI-2011 es una especificacion mexicana ‘para la

determinacion del potencial de hidrogeno (pH) en agua, establecida por la DiregCign
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General'de Normas (DGN) de México. A continuacion, se presenta un analisis detallado
para la-determinacién del pH segun esta norma:

Objetivo: Determinar el potencial de hidrégeno (pH) en agua.

Método: Medieién electrométrica con pH-metro.

Equipo y materiales:

1. pH-metro

2. Electrodo de vidrio

3. Electrodo de referencia (Ag/AgCl)

4. Solucion de calibracion (pH4, 7 y 10)

5. Agua de muestra

Procedimiento:

1. Calibrar el pH-metro con soluciones de calibracion.

2. Preparar la muestra de agua.

3. Introducir el electrodo de vidrioy-ebelectrado de referencia en la muestra.
4. Medir el pH con el pH-metro.

5. Registrar el resultado.

Célculos: No se requieren calculos adicionales; ya que elpH-metro proporciona la lectura

directa del pH.

Unidades de medida: El pH se expresa en unidades de pH (0:14).

Interpretacion de resultados: Los resultados se clasifican de acuerdo, a la siguiente

escala: Acido: pH < 7; Neutro: pH 7 y Basico: pH > 7

Niveles de pH en agua: Agua potable: pH 6.5-8.5; Agua residual: pH\.6<9. y Agua
superficial: pH 6-9
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3.4.4 Andlisis para la determinacion de cloruros totales de acuerdo alanorma
NMX-AA<073-SCFI-2001.

La norma NMX-AA-073-SCFI-2001 es una especificacibn mexicana para la
determinacién(de cloruros totales en agua, establecida por la Direccibn General de
Normas (DGN) de México. A continuacion, se presenta un andlisis detallado para la
determinacion de clortros totales segun esta norma:

Objetivo: Determinar lasCantidad de cloruros totales en agua.

Método: Titulacidon con nitrate de plata (AgNO3).

Equipo y materiales:

. Bureta

. Pipeta

. Vaso de precipitacion

. Solucion de nitrato de plata (AgNO3).0.01 N

. Solucion de cloruro de sodio (NaCl) 0.01 N.(para calibracién)

. Agua de muestra

~N o o WN P

. Indicador de bromocresol verde

Procedimiento:

1. Preparar la solucién de nitrato de plata (AgNO3) 0.01.N.

2. Calibrar la bureta con solucién de cloruro de sodio (NaCGl) 0.01 N.

3. Tomar 100 mL de agua de muestra.

4. Agregar 5 mL de indicador de bromocresol verde.

5. Titular la muestra con solucién de nitrato de plata (AgNOz) hasta‘que cambie el color
del indicador.

6. Registrar el volumen de solucion de nitrato de plata (AgNO3) utilizado;

Célculos: Cloruros totales (mg L) = (V x N x 35.45) / Vm. Donde: V = Volumen de
solucion de nitrato de plata (AgNO3) utilizado (mL); N = Normalidad de la solucién de
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nitrato_de plata (AgNOz3) (0.01 N); Vm = Volumen de muestra (100 mL) y 35.45 = Peso

molecular.del cloruro de sodio (NaCl).

Unidades dedmedida: Los cloruros totales se expresan en miligramos por litro (mg L™?).

Niveles de cloruros'totales en agua: Agua potable: < 250; Agua residual: < 500 y Agua

superficial: < 1000.

3.5 Andlisis biolégico

Determinacién de viables por-el.método en placa usando diluciones seriadas (Madigan
et al., 2018). En un matraz Erlenmeyer de 250 mL marca PYREX, se preparo la solucion
madre, la cual consistio en disolver 20 mL de agua congénita en 90 mL de agua destilada
estéril, con la ayuda de un Termo-Agitador marca CIVEQ se dej6 en agitacién constante
por 15 min. Después con una pipeta estéril se transfirié 1 mL de la solucién madre a un
tubo de ensayo de vidrio de 10x120°mm marca PYREX, el cual contenia 9 mL de agua
destilada estéril teniendo asi la primeraydisolucién_101. A partir de la disolucién 10! se
continuaron haciendo diluciones de hasta*10’. Peftriplicado se colocaron las cajas de
Petri de vidrio estandar marca PYREX con’su respéctivo medio de cultivo (agar papa
dextrosa y agar nutritivo). En el centro de cada una de las cajas de Petri se agregé 0.1
mL de las diluciones y se dispers6 con una espatula de’vidrio Digralsky sin marca, por

toda la superficie de la caja Petri (Figura 17).

Posteriormente, las cajas fueron etiquetadas y colocadas en bolsas de polietileno de baja
densidad sin marca, estas bolsas fueron limpiadas por dentro y por fuera,con cloruro de
benzalconio para su desinfeccion. Las cajas se llevaron a una inctbadora biologica
marca YAMATO a una temperatura de 28 °C en un periodo de 24 h parasbacterias y
hongos totales. El material de vidrio se esterilizd a calor seco durante 2 h a150°C en

una estufa marca MEMMERT vy los agares se esterilizaron a calor humeda@ ‘eh una
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autoclave de aluminio a gas de 24 L marca ALL AMERICAN a 15 psia durante 15 min
(Aquiahuatl et al., 2004).

1mi iml

1. ml 1ml 1ml 1ml 1mil 1 ml
vy U Y ¥ v ¥
9m  9ml 9ml 9mli| 9ml | 9ml 9ml | 9ml | 9ml
0iml/04m/04ml 0.4ml/04Am,/04ml

OO0 @O0

Figura 14. Procedimiento para la determinacion d viables por el método en placa
usando diluciones seriadas.

3.5.1 Caracterizacion y aislamiento(de las cepas microbianas
3.2.2 Caracterizacion morfolégiea a nivel colonia

La caracterizacion macroscopica (Figura 18) se realiz6 tomando los criterios en cuanto
a caracteristicas fisicas como: forma,.bordes,“elevacion, color, tamafo, y consistencia
(Ramirez, 2001).

L
Forma * .
L] L]

ar

‘s

Puntiforme Circular Amiboide Rizeide Fusiforme
Bordes . h k h %ﬂ}
Entero Ondulado Lobulado Crenado Filamentoso
EIEVACION | e I N i AT ol
Plana Elevada Convexa Rugosa Papilar Umbonada

Figura 15. Caracterizacion morfoldgica a nivel colonia (Ramirez,
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3.5.3 Aislamiento de las colonias puras por método siembra en estria en placas

La caraeterizacion morfolégica a nivel colonia, se realizé el aislamiento de las
microbianas: En un matraz Erlenmeyer de 500 mL marca PYREX se prepar6 cada medio
de cultivo (agar-nutritivo para cepas microbianas y agar dextrosa papa para cepas
fungicas) y se esteriliz6 a calor himedo en una autoclave de aluminio a gas de 24 L
marca ALL AMERICAN"a 15 psia durante 15 min (Aquiahuatl et al., 2004).

El vaciado del medio de_eultivo se realizdé en cajas Petri en condiciones axénicas, las
cuales se esterilizaron a caler seco durante 2 h a 150°C en una estufa marca MEMMERT.
De las cepas totales se saearon cuidadosamente con un asa bacteriolégica para
posteriormente depositarlas en el.agar correspondiente (Madigan et al., 2018).

Los estriados fueron colocados en faolsas de polietileno de baja densidad e incubados

en una incubadora biolégica a 28°C.

3.6 Prueba petrofilica de las cepas microbianas

Las cepas obtenidas del agua congénita fueron’sometidas a un analisis de sobrevivencia

en agar bacteriologico, donde el petroleo fue utilizado como Unica fuente de carbono.

Para las cepas bacterianas, la técnica consistié en agregar una gota de petréleo estéril
esparcida por toda la superficie de la caja Petri y las cepasdacterianas fueron inoculadas
con un asa microbiologica (Figura 16) y para las cepas fungicas se colocaron cuadritos
de papel Whatman No. 40 de 10 X 10 mm (previamente esterilizados e impregnado con

petréleo), donde fueron colocadas las ruedas de las cepas fangicas (Figura 17).

Posteriormente, las cajas fueron colocadas en una incubadora biolégica marca YAMATO

a 28°Cy 72 horas; esto, con el objetivo de observar que cepas crecian radialmente.
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acteriana. Figura 17. Cepa fungica.

3.7 Crecimiento microblano&)fertilizantes comerciales utilizando la escala de

McFarland %—

Tres fertilizantes comerciales (Urea, le 17 y Nitrofoska) fueron seleccionados para
trabajar en el crecimiento microbian a unidad experimental demand6 un matraz
Erlenmeyer de vidrio marca X e 500 mL con un acople de tapdon de hule
trihnoradado (Figura 18). A cada §e dUJeron tres tubos de vidrio sin marca
con un didmetro interno de 6 mm. mer freC|o la entrada de aire estéril para

ello el tubo estaba conectado a un co y&nsor @’% marca ELITE, junto con un filtro
microbiolégico con el fin de evitar la ent rganlsmos externos a la unidad

experimental (Ojeda et al., 2015). El segundo tubo s@llzo como venteo atmosférico

para liberar la presion del sistema del biorreactor (Hernan tal., 2011). Al tercer tubo
se le adapt6 la toma de muestreo a través de una venoclis ica, de tal modo que el
medio de cultivo no se contaminara al momento de muestrear. aterial de vidrio se
esteriliz6 a calor seco durante 2 h a 150°C en una estufa marca ERT (Aquiahuatl

et al., 2004). g
6@0
Q
@,



Manguera (alimenta aire estéril)

Aire —»
0 7 4———— Toma de muestra

.| +—— Venteo
Filtro —T -

<+— Tapon de hule

<4——— Medio de cultivo liquido

Figura 18. Biorreactor para la produccién de biosurfactante.

Cada unidad experimental (Figura 19) utilizo:

4 ﬁ Solucion de 350 mL de H20 + 1.75 g de
sacarosa + 0.175 g de urea.

l Seolucion de 350 mL de H20 + 1.75 g de
sacarosa + 0.175 g de triple 17.

S
_Cepa S6luditn de 350 mL de H20 + 1.75 g
microbiana
A de sacarosa + 0.175 g de nitrofoska.

Figura 19. Cepas inoculadas ensos diferentes

En las unidades experimentales de las cepas bacterianas se sealiz6 una toma de muestra
cada horay en las cepas fungicas cada 24 h.

Las muestras fueron analizadas con el método de McFarland el cual‘Consiste en preparar
dos soluciones en matraz Erlenmeyer de vidrio de 100 mL marca.PYREX, la primera
solucién es cloruro de bario al 1% y acido sulftrico al 1%. Posteriormenté en 10 tubos de
ensayo de vidrio de 10 x 120 mm marca PYREX se realizan combinaciones.de las dos
soluciones anteriores, en la Tabla 8 se muestra la relacién. Seguidamente.de.tener las
soluciones, éstas se analizan en un espectrofotometro uv-vis a una absorbanciarde 600
nm (Tristan et al., 2015; Garcia et al., 2007).
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Tabla 8. Estandar de Mc Farland

Tubo BaCl, H»SO4 UFC Absorbancia
(10°8/mL) (600 nm)

1 0.1 9.9 3 0.138
2 0.2 9.8 6 0.218
3 0.3 9.7 9 0.299
4 04 9.6 12 0.404
5 0.5 9.5 15 0.768
6 0.6 9.4 18 0.896
7 0.7 9.3 21 0.994
8 0.8 9.2 24 1.070
9 0.9 9.1 27 1.117
10 1 9 30 1.206

Con este estdndar se calcula la curva patron con la cual se podra sustituir con la
absorbancia de cada muestra(de.las unidades experimentales y de tal manera poder
determinar el crecimiento maximo_de unidades formadoras de colonia (la ecuaciéon es
y=0.0438x-0.0109).

3.8 Ensamble de los biorreactores para la produccion de los biosurfactantes de
las cepas microbianas

Cada unidad experimental demandé un matraz Erlenmeyer de 1 L de capacidad nominal
con un acople de tapén de hule trihoradado (Figura 19). A cada tapon se le introdujeron
tres tubos de vidrio con un diametro interna.de 6 mm. Ehkprimer tubo ofrecio la entrada
de aire estéril para ello, el tubo estaba conectado a un cemprensor de aire, junto con un
filtro microbiol6gico con el fin de evitar la entrada de microorganismos externos a la
unidad experimental (Ojeda et al., 2015). El segundo tub@ se utiliz6 como venteo
atmosférico para liberar la presion del sistema del biorreactor (Hernandez et al., 2011).
Al tercer tubo se le adapté la toma de muestreo a través de una venaoclisis clinica, de tal
modo que el medio de cultivo no se contaminara al momento de muestrear. EI material
de vidrio se esterilizé a calor seco durante 2 h a 150°C en una estufa (Aquiahuatl et al.,
2004).
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3.91In lacion de las cepas microbianas en medio mineral liquido

El mediosmineral liquido se prepar6 en un matraz Erlenmeyer de 500 mL. En la Tabla 9
se muestr¢ reactivos que se emplearon para preparar el medio el medio mineral
liquido para duccién de biosurfactante. EI medio mineral liquido se esterilizé a calor
himedo en una afitoclave de aluminio a gas de 24 L marca ALL AMERICAN a 15 psia
durante 15 min (A&&}Uatl et al., 2004).

@ Tabla 9. Medio de cultivo.
OI Cantidad

(/ Reactivos (g mLY)
Mejor

< , fertilizante 0.175

Pextrosa 1.750

i@ﬁstilada 350.000
Q

La biomasa de las cepas microbianas fue recuperada de las placas de agar con un asa
de microbioldgica e inoculadas@l m de cultivo (Figura 20). El experimento
establecido se dejo durante 9 h p las ce@bacterianas y 12 dias para las cepas

fungicas. Posteriormente los biorreactores se gm‘uaron en condiciones axénicas,

subsiguientemente en la Figura 21 se @Stra dio de cultivo fermentado, este
fermentado pasé a las fases de extraccion @rificac ra obtener el metabolito puro

.

para su analisis.

Figura 20. a) Cepa bacteriana en agar nutritivo; b) Cepa fungica en agar dextrosa papa; O
¢) Inoculacién de cepas microbianas en medio mineral liquido. O



Figura 21. Medio de cultivo fermentado.

3.10 Extraccion y purificacién del biosurfactante de cada cepa microbiana
3.10.1 Filtracién

Transcurrido el tiempo de fermentacién en_les biorreactores, la biomasa se retir6 del
caldo utilizando el método de filtracidn-cen succién (Herndndez et al., 2011), con la ayuda
de un embudo Bichner de porcelana de .90 cm de didametro interno marca
FISHERBRAND, conectado a un matraz«Kitasato marca PYREX y acoplado a una bomba
de vacio marca NOVATECH. El proceso de filtrado se llevé a cabo empleando papel
Whatman No. 42 el cual se coloco6 en el embudo Buchner. El proceso fue iterativo hasta
desprender la mayor cantidad de biomasa (Figura 22).
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@\ 22. Filtrado de la biomasa.

3.10.2 Precipitaciéon de materia%nsoactiva con acetona

El material no tensoactivo fue eIiminQ gediante Su precipitacion con acetona marca
FERMONT a una temperatura °C 'empleando la relacion caldo/acetona: 1:1.2. La
acetona se cargo lentamente al fi oaun ;jo constante y manteniendo una agitacion

constante a 80 rpm durante 15 m ﬁn ay #e un Termo-Agitador marca CIVEQ

(Figura 23). C‘\

Posteriormente, la mezcla del filtrado/solver fue af@da en embudo de separacion

-

de vidrio de 1 L marca PYREX, la mezcla filtrada/acetona se'dejé reposar por 24 h hasta

lograr la precipitacion del material no tensoactiva (Figura | precipitado extraido y

eratura de 40 °C,

almacenado en contenedor de desechos inorganicos para_.su confinacion y el
sobrenadante fue llevado a un rotavapor marca ECISHEL a una

30 rpm y 10 in Hg de vacio, para recuperar la acetona. El filtrado libre\de acetona se

S
6@0
Q
O

70
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Figura 23. Agregado de Figura 23. Precipitacion de

acetona al caldoJibre de las sustanqias no
biomasa. tensoactivas.

3.10.3 Extraccion de biosurfactante’eon mezcla de solventes cloroformo/metanol

Al filtrado se le extrajo el biosurfactante mediante tres extracciones repetidas con una
mezcla de solventes cloroformo/metanol usando una relacion de 2:1 (Almazan et al.,
2000).

La mezcla de solventes/ filtrado fue en relacion 1:17 El filtrado se agregd a un matraz
Erlenmeyer de vidrio donde se puso en agitacion constante a 80 rpm con la ayuda de un
Termo-Agitador, la mezcla de solventes se agrego lentamente a flujo constante (Ojeda

et al., 20015) y se dej6 en agitacion por 15 min (Figura 23).

Posteriormente, la mezcla homogénea de solventes/ filtrado se dejo-reposar durante 60
min en embudos de separacion de 1 L (Figura 25). La mezcla se separ¢ en tres fases
donde el precipitado fue recuperado y almacenado en residuos inorganicos para su
confinamiento, el siguiente precipitado fue recuperado y almacenado en refrigeracion a
4 °C en un frasco de vidrio de color ambar con capacidad de 30 mL y la gitima fase
(sobrenadante) fue llevada a repetir el paso del filtrado y mezcla de solventes para'lograr

una extraccion mas de biosurfactante.
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El segundo precipitado que se g déEn‘frasco ambar fue purificado en un rotavapor
marca ECISHEL a una temperat 30 1?0 rpm hasta la recuperacion de la mezcla
de solventes (Figura 26). G‘

(Y

Figura 25. a) Recuperacion del solvente; b) Biosurfactante )\

3.11 Determinacién de propiedades de superficie @5
3.11.1 Preparacion de la muestra @
En viales de vidrio de color ambar con capacidad de 50 mL, se prepararon diluc de

los diferentes biosurfactantes sintetizados por los microrganismos (bacterias y hon),
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biosurfaCtante/agua grado HPLC (High Performance Liquid Chromatography) a
diferentes_concentraciones (1, 0.7, 0.4, 0.2, 0.1, 0.4, 0.01 y 0.001 % p/p.) Las diluciones
se colocaronsen un bafio isotérmico a temperatura constante de 35°C por 24 h para su
estabilizacion(Hernandez, 2015).

3.11.2 Medicion de tension superficial

En la determinacion de/la tensién superficial, se utilizaron las muestras previamente
preparadas. Las pruebasrse realizaron con un tensiémetro DuNouy (CSC Scientific
Company Inc., Fairfax, VAEE. UU.) modelo 70535 (Figura 27). La técnica consistié en
medir la fuerza (P) con la que-aprliquido jala al anillo de platino de geometria conocida.
Se puso en contacto el anillo de platino con el liquido, y éste salto hacia el anillo y lo jalé
hacia el seno del mismo (Figura 28): Para el calculo de la tension superficial se usaron
ecuaciones proporcionadas por el fabricante, el tensiometro da una lectura en dinas y se
usa la ecuacién numero 4 para tefier la tension superficial en mN m* (Martinez et al.,
2018).

Ddnde: A: Tension superficial; P: Tensiopssuperfigial-aparente (dato leido del disco); F:
Factor de correccion.

0.01452 P 1.679r
gy T 004534 =TS (5)

F =0.7250 +\/

Doénde: F: Factor de correccién; P: Tension superficial aparente/dato leido del disco); C:
Circunferencia del anillo (impreso en el contenedor del anillo); Di Densidad de fase
inferior (muestra); d: Densidad de la fase superior (aire); R: Radio del/anillo y r: radio del

anillo de alambre.
El tensiometro fue calibrado, la porta muestra del tensiometro y el anilla de Dunouy,

fueron lavados con agua HPLC y con acetona por cada muestra analizada. Inicialmente

se hizo el andlisis del agua HPL, obteniendo una lectura de la tension superficial
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promedio de 70.8 mN m™ a 30°C. Posteriormente las diluciones de los diferentes

biosurfactantes fueron analizadas en el tensiéometro.

Figura 27. Tensiémetro Figura 28. Vista transversal
anillo de DuNouy. del anillo DuNouy.

3.11.3 Concentracién micelar critica

La concentracion micelar critica (CMC)_es la”concentracion a la cual las micelas se
comenzaron a formar. En la CMC un «€pentino. cambio en la tension superficial fue
observado. La CMC se determind repreSentando graficamente la tensién superficial

como una funcién de la concentracién de cada biosurfactante.

3.11 Determinacién de propiedades termodinamicas
3.11.1 Determinacion de densidad

La densidad fue medida por el método del micropicnémetro, tomando como referencia la

densidad del agua destilada, utilizando la siguiente ecuacion:

Donde: wum = Masa del micro picnémetro con muestra del biosurfactante (g); wu £ Masa

del micropicndmetro vacio (g); wua = Masa del micropicnémetro con agua destilada'(g) y
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PH:0 :6nsidad del agua 1 g cm’3,

La dens@fs la caracteristica mads comunmente registrada en cualquier sustancia y

desemperia apel fundamental en la prediccion de diversas propiedades fisicas y

guimicas (Bol v et al., 2007). El analisis de la densidad en los liquidos es inevitable

para el disefo de@cesos quimicos; por lo tanto, las mediciones experimentales de

densidad son utiles ( tender el comportamiento de esta propiedad. Las mediciones

de densidad fueron re @as mediante la técnica del micropicnémetro (Figura 29).
0%

3.11.2 Determinacion de pH O %

La medicion del pH se realizé con un pH-metro digita@na modelo HI 9813-6 ST

(Figura 30). @

Figura 27. Equipo pHmetro. O



3.12 Determinacion de propiedades fisicoguimicas
3.12.1 Indice de emulsificacion

El indice de emulsion es la capacidad (en %) que tienen los biosurfactantes de emulsificar
el petroled. Utilizando la técnica reportada por Cooper & Goldenberg (1987). El analisis
se realizé con 2 mL de biosurfactante mas 2 mL de petréleo crudo y se agitd
mecénicamente consayuda de un vortex marca THERMO SCIENTIFIC a 3,000 rpm
durante dos minutos (Figura 31). El indice de emulsion fue dado como porcentaje de la
altura de la capa emulsificada (mm) dividido por la altura total de la columna de liquido
(mm), mientras que, para el tamafio de gota de la emulsion, la muestra se analizé en un
microscopio OLYMPUS modele'BX45 y un software ZEN lite 2012 (Figura 32).

Figura 29. Agitacién en vortex. Figura 29. Micrescopio OLYMPUS BX45,
Software'Zen Lit3e 2012.

3.13 Determinacion de propiedades quimicas
3.13.1 Identificacidn de lipidos polares

La presencia de los lipidos polares de interés (glicolipidos, lipopéptidos.y fosfolipidos) se
determinaron, ya que éstos son los que primariamente muestran‘.caracteristicas
tensoactivas. Se emplearon 3 placas de cromatografia de vidrio cubiertas'de silica gel,
de medidas: espesor de 0.25 mm de 3.5 x 10 cm. A tres placas a 1 cm del borderinferior
se le agrego una gotita aproximadamente 5 pL de biosurfactante (Figura 33 inciso a),

cada placa fue rociada con una solucién reveladora (una placa con difenilamina,.otra
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placa ninhidrina y la Ultima placa con azul de bromotimol (Figura 33 inciso b).

Inme ente las placas se sumergieron en posicion vertical aproximadamente a 5
mm de didad en una solucion disolvente (Figura 33 inciso c), las placas de
cromatografi edaron en contacto con la solucién y ésta ascendi6é por capilaridad y

arrastré los ¢ )gstos a lo extenso de la placa causando “manchas” de los lipidos

presentes en la m@a (Hamilton & Hamilton, 1992).

Figura 30. a) Placas de cromatografia; b) E‘?nes reveladoras; ¢) Placas sumergidas en

3.13.2 Preparacion de soluciones ‘f}‘ (‘ -

La solucion disolvente se prepard en un %z vol trico de vidrio de 250 mL marca
PYREX a una relacion de & 2:2:1 @v con los  solventes
cloroformo/acetona/metanol/acido acético/agua destilad@

S

La solucién reveladora se prepar6é en un matraz volumétrico de v@w de 25 mL marca

PYREX con 2 g de difenilamina, 20 mL de etanol, 100 mL de acido clo@qco al 38% de

pureza y 80 mL de &cido acético; la placa se rocio (con atomizador) colamina y
L de

3.13.2.1 Solucion reveladora de glicolipidos

después se calent6 a 105°C en una estufa marca MEMMERT por espacio 5-30 min

(Hamilton & Hamilton, 1992).

C%,O
O
7
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3.13.2.2°Solucion reveladora de lipopéptidos

La soluciényreveladora se prepard en un matraz volumétrico de vidrio de 25 mL marca
PYREX, ses€alculo el peso del reactivo ninhidrina al 2 % utilizando etanol como diluyente.
La placa cromategrafia se rocio (con atomizador) con esta solucion y después se calent6
a 100 °C en una“estufa marca MEMMERT por espacio de 5 a 10 min (Hamilton &
Hamilton, 1992).

3.13.2.3 Solucioén reveladora de fosfolipidos

La solucion reveladora se prepar0 en un matraz volumeétrico de vidrio de 25 mL marca
PYREX se pes6 0.0025 g de azul.de bromotimol se disolvié en 25 mL de una solucion
de NaOH 0.01 M. La placa se roCig’'con esta solucion y después se calento la placa a
100 °C en una estufa marca MEMMERTF-por espacio de 5 a 10 min. (Hamilton & Hamilton,
1992).

3.13.3 Determinacion de grupos<funcionales

Los principales grupos funcionales de oS compuestos presentes en los biosurfactantes
obtenidos se identificaron mediante espectroscopia. infrarroja con transformada de
Fourier (FTIR), empleando un espectrofotometro-~marca SHIMADZU modelo
IRAFFINITY-1. Para las mediciones se utilizd un accesorio,de reflexion total atenuada
(ATR) marca SMITHS con porta muestras. El andlisis se realiz6 en el intervalo de longitud
de onda de 4000 a 800 cm™, con resoluciéon de 2 cm™t. 7 Para el andlisis de los
biosurfactantes, cada muestra fue colocada en pastillas individuales de bromuro de

potasio.

3.13.4 Determinacion de la composicién elemental en %masa

El analisis elemental de los biosurfactantes se realizé por el método de\energia
dispersiva de rayos X utilizando un microscopio electrénico de barrido mar¢a JEOL,

modelo JSM-6010LA (Figura 34). Para el analisis, se tomé una gota de muestra y-se
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colocd.una porta objetos el cual fue llevado a un desecador de 10 L de vidrio marca
CIVEQ;7hasta que la muestra se deshidratara, de seguida cada muestra fue pegada
sobre unasCinta de carbono de doble cara en una porta muestra de acero inoxidable. Las
muestras sed@nalizaron en el microscopio electronico de barrido en condiciones de bajo

vacio.

Figura 31. Microscoepio Electrénico de Barrido.
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Capitulo 4
4 RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados presentados en este estudio corresponden al promedio de tres
repeticiones poncada muestra analizada. Esto significa que cada una de las muestras
fue sometida a tresensayos independientes, y los valores obtenidos se calcularon y se
promediaron para obtener un resultado representativo y confiable. Esta metodologia se
utilizé con el objetivo de"minimizar la variabilidad y garantizar la precision y consistencia
de los datos obtenidos,? permitiendo asi una interpretacion fiable y objetiva de los

resultados.

4.1 Analisis fisicoquimicos del agua congénita

Los riesgos ambientales derivados dell manejo inadecuado del agua en la industria
petrolera estan relacionados con la presencia de solidos totales, grasas y aceites, asi
como metales pesados, entre los quesse incluyen estroncio, bario, cadmio, cromo, plomo
y mercurio. Ademas, en el agua pueden ¢encontrarse gases como cloro y acido
sulfhidrico, aniones como sulfatos, carbonatos ydicarbonatos, cationes como magnesio,
sodio y hierro, y también microorganismos, lo que”centribuye a la contaminaciéon y al

impacto ambiental negativo (Mancilla & Mesa,2012).

Se realizan pruebas fisicoquimicas de la muestra de agua eongénita procedente de un
activo de PEMEX de acuerdo a lo establecido en la norma NMX-EC-17025-IMNC-2006
de calidad y ensayos en cumplimiento de la NOM-001-SEMARNAT-1996 de limites

maximos permisibles de contaminantes en aguas residuales.
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Tabla 10. Resultados de analisis fisicoquimicos del agua congénita.

Morales Zamora Adames Vera Roja o
Morante Limites

Parametro® Resultados etal., etal, etal, etal, etal, ) Unidades
2002 maximos
2016 2014 2014 2011 2008
Turbiedad 120 220 480 NTU
Alcalinidad 300 15 394 2277 mg L
Cloruros
93,701 40 196 1802 250 mglL?
totales
Conductividad 2.58 144  126.8 47 mS cm?
Unidades
pH 6.6 5 9 7.8 5a10 de
hidrogeno
Soélidos 401
119376 95 687 32,000 mglL?
totales 600
Solidos
disueltos 490 4 200 mglL?
totales
Grasas y
] 11.60 1195 25 mglL?
aceites

Andlisis de turbiedad. La turbiedad del agtia es el resultado de la presencia de particulas
suspendidas y disueltas, incluyendo areilla, cieno, ‘materia organica e inorgénica
finamente dividida, asi como compuestos ,solubles' coloridos, plancton y diversos
microorganismos. La transparencia del agua es un aspecto esencial cuando esta
destinada al consumo humano, la produccién de bienes orprocesos industriales que
requieren ciertas propiedades especificas. Por esta razén, la medieion de la turbiedad es
un criterio fundamental para evaluar la calidad del agua y optimizar€lhdesempefio de las
plantas de tratamiento, ayudando en el control de los procesos para)determinar el

momento y el método adecuado para su tratamiento.

El resultado obtenido fue de 120 UNT (Unidades Nefelométricas de Turbiedad). Rojas et
al. (2008) obtuvieron resultados de 480 UNT; Medina et al. (2007) adquirieron un
resultado de 60 UNT.
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Los resultados derivados del trabajo experimental muestran que la turbidez de la muestra
es significativamente diferente a lo reportado por los autores Rojas et al. (2008); Medina
et al. (2007)«» Esta diferencia significativa se debe principalmente por la presencia de

arcilla y materia-organica presentes en el agua.

Andlisis de alcalinidad. La alcalinidad se define por la presencia de sustancias
hidrolizables en el agua, las cuales, al someterse a hidrdlisis, generan iones hidroxilo
(HO"). Entre estos compuestos se encuentran bases fuertes e hidroxidos de metales
alcalinotérreos, que desempefan un papel fundamental en la regulacion del pH. Ademas,

los carbonatos y fosfatos contribuyen significativamente a la alcalinidad del agua.

El resultado obtenido del andlisis fue.de 300 mg L de alcalinidad en la muestra, lo cual
demuestra que la alcalinidad de muchas aguas reportadas en la literatura se debe
solamente a bicarbonatos de calcio y magnesio. La alcalinidad total es practicamente
similar con la dureza de carbonates~Rojas"et al. (2008) exponen resultados de 2 277 mg
L1; Zamora et al. (2014) reportan reSultados 'dé 394 mg L en su publicacion.

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que existen diferencias
significativas en la alcalinidad del agua congénita entre Jas distintas muestras analizadas
y reportadas en la literatura. Estas variaciones se deben.a una combinacion de factores
geoldgicos, geoquimicos y procesos naturales que influyensen la composicion quimica
del agua. Es decir, la alcalinidad del agua congénita esta estrechamente relacionada con
el origen geolégico y composicion mineral de las rocas‘ huéspedes, procesos
diagenéticos y de interaccion con las rocas circundantes, edad‘y“profundidad de la

formacion del agua y reacciones geoquimicas y procesos naturales (Wei Lt et al., 2017).

Andlisis de cloruros totales. El idn cloruro es uno de los iones inorganicos mas
abundantes en aguas naturales, residuales y tratadas, y su presencia es esencial en el
agua potable. En este contexto, su concentracion influye en el sabor salado, €l cual

puede variar segun los niveles presentes. Sin embargo, cuando su concentracion.€s
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elevada; puede ocasionar corrosion en estructuras metalicas, afectar el crecimiento de

la floray“centribuir al deterioro del suelo.

Los cloruros tetales son un pardmetro importante en la caracterizacion quimica del agua.
El resultado obtenido fue de 93 701 mg L de cloruros totales, se observé una correlacion
positiva entre los clorurags totales y la salinidad del agua. La presencia de cloruros totales
en el agua congénita puede deberse a la disolucién de minerales como halita (NaCl) y
silvita o también conocida como silvina (KCI). La variabilidad en las concentraciones de
cloruros totales puede estar relacionada con factores como: Origen geoldgico del agua,
procesos diagenéticos y de interaccion con las rocas circundantes, edad y profundidad
de la formacién del agua, influencia de agua meteoritica o subterranea. La concentracion
de cloruros totales puede afectar‘lascalidad del agua para uso humano, agricola o
industrial. Puede influir en la estabilidad)de las estructuras subterraneas y la integridad
de los pozos (Changchang Fu et al., 2018). Comparando el resultado con lo reportado
en la literatura de 196 mg L*/1-802 mg /L' entre otros, se demuestra una alta
concentracion de cloruros totales cotejado a le'reportado por (Rojas et al., 2008; Zamora
et al., 2014).

Analisis para conductividad. La conductividad.electrolftica representa numéricamente la
habilidad de una solucion para conducir corriente eléctrica. Esta propiedad esta
determinada por la concentracion de iones disueltos, siende’los cloruros y sulfatos los
principales responsables de este fendmeno (Solis-Castro et alr, 2018).

El resultado obtenido fue de 227 mS cm, cotejando el resultado con resultados
expuestos en la literatura se encuentra con un nivel alto de conductividad eléctrica. Se
observé una correlacion positiva entre la conductividad y la salinidad.del.agua. Las
muestras con mayor conductividad provenian de formaciones geolégicas .con alta
presencia de evaporitas y rocas sedimentarias. El resultado obtenido varia con_estudios
previos que reportan conductividades bajas en aguas congénitas. Por ejemplo, Zamora

et al. (2014) muestran un resultado de una muestra de 126.8 mS cm y Adames et.al.
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(2014).réportan uno mas bajo de 47 mS cm™. El resultado de la investigaciéon es alto

porque-probablemente tiene una correlacion con la alta presencia del ion cloruro.

Andlisis de pH+~EIl potencial de hidrogeno (pH) en soluciones acuosas se define como el
logaritmo negativode la actividad del ion hidronio (H*): pH = -log aH*. En otras palabras,
el pH es un indicador de la acidez o alcalinidad de una disolucion y refleja la

concentracion de iones de, hidrégeno presentes en ella.

El resultado del andlisis fue de’6.6 el cual es ligeramente acido, este resultado coincide
con estudios previos de otros autores que reportan pH similares en aguas congénitas en
un rango de 6.5 y 8.5 (Adames_et al., 2014; Rojas et al., 2008), esto se debe
principalmente a la presencia del ion cloruro, hidroxilo e hidréxidos. Las muestras con pH

mas alto provenian de formaciones geelégicas con alta presencia de carbonatos.

Andlisis sélidos totales y solidos-disueltos, totales. La presencia de solidos y sales
disueltas puede influir negativamente\en la calidad del agua, tanto en cuerpos naturales
como en efluentes industriales o proceses especificos. En el caso de las plantas
potabilizadoras, el andlisis de sdlidos disueltos es un parametro esencial para evaluar la
eficacia de los procesos de tratamiento; _ya que “permite determinar el grado de

purificacion alcanzado.

Los resultados obtenidos para sélidos totales fue de 119 376 mg L? y para sélidos
disueltos totales 490 mg L. Se observé una correlacién positiva“entre ST y SD. La
relacion entre solidos totales y sdlidos disueltos sugiere la presencia‘de contaminantes.
Ademas, la influencia de factores geolégicos y quimicos también es significativa.

Medina et al. (2007), reportan 30 000 mg L de sélidos disueltos totales'y.29.000 mg L*
de sdlidos totales; Vera et al. (2011) alcanzan solidos disueltos totales de 404 600 mg L-
!, los cuales son muy altos comparandolos con lo obtenido en esta investigacion y
reportado en otros estudios similares, sin embargo, esto tiene una correlacioén ¢on las

caracteristicas fisicoquimicas de los pozos petroleros.
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Andlisis‘de grasas y aceites. La presencia de grasas y aceites en el agua es un indicador
del nivel’de contaminacion provocado por actividades industriales y humanas. En su
medicidén,#nos Se analiza una Unica sustancia, sino un conjunto de compuestos que

comparten propiedades fisicoquimicas similares.

Los resultados obtenidas fueron de 11.60 mg L1, lo cual expone una baja presencia de
hidrocarburo en la muestra. Morante (2002), report6 resultados de 1 195 mg L%; Otalora
(2011) de 174 mg L'sLa composicion de las aguas de formacion varia segun el
yacimiento, pero suele incluir/petréleo en concentraciones de 500 a 5 000 ppm, ademas
de sulfatos, bicarbonatos, sulfure de hidrégeno, cianuro y diéxido de carbono. También
pueden contener metales pesades, como cadmio, arsénico, cromo, plomo, mercurio,

vanadio y zinc (Bravo, 2007).

4.2 Analisis bioldgico
4.2.1 Obtencion y purificacion de.cepas microbianas puras

La obtencion de microorganismos productores‘deshiosurfactantes de agua congénita es
de especial interés debido a la capacidad-de losS microorganismos para sobrevivir en
condiciones extremas. Aplicando las técnicasS microbiologicas previamente descritas se

obtuvieron ocho bacterias y cinco hongos.

En la Tabla 11 se muestra la caracterizacion microscoépica y macroscopica de las cepas
bacterianas obtenidas. Como parte de esta caracterizacion se analizo la morfologia de
la colonia, observandose colonias no mayores a los 4 mm de didmetro, de color blanco
o amarillo muy claro. A nivel microscopico se observd que las cepas bacterianas son
Gram positivas y Gram negativas respectivamente en forma de baeilos. Estudios
relacionados con suelos contaminados con petréleo crudo mencionan que los
microrganismos Gram negativos y Gram positivos han sido asilados de eStos_suelos
contaminados como lo reportan autores como Ramirez et al., 2012; Whang et al.;~2008
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y Cameotra et al., 1998. En la tabla 12 se muestra la caracterizacidon macroscopica y

microseépica de las cepas fangicas obtenidas.

Cepa

Hi

H>

Hs

Ha

Hs

Hs

H~7

Hs

Ho

Tabla 11. Caracterizacion macroscopica de las cepas bacterianas.

Cepa .Forma

B: lrregular 3
B, Ciredlar 2
Bs Irreguiar 2
B4 Irregular 2
Bs Circular 3
Bes Circular 3
B; Circular 3

3

Bs Irregular

Consistencia Tincion

Borde

Amarillo Ondulado

Blanco Ondulado

Blanco
Amarillo
Amarillo

Amarillo

Entero
Entero
Entero

Entero

Blanco Ondulado

Blanco Ondulado

de Gram
(+/-)
Viscosa -
Viscosa +
Viscosa +
Viscosa -
Viscosa +
Viscosa -
Viscosa +
Viscosa -

Tabla 12. Caracterizagiénmacrascépica de las cepas flngicas.
Densidad “MiCelio  caracteristicas de las hifas

Color Textura

Blanco/verde Algodonosa Regular

Blanco Algodonosa Regular

Verde Compacta

Negro/verde Compacta

Regular

Regular

Melén Algodonosa Regular

Blanco Compacta

Amarillo Compacta

Regular

Regular

Verde Algodonosa Regular

Blanco/negro Compacta

Regular

aereo

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Presente

Hifas de paredes delgadas,
con fibulas e hifas
entrelazadas
Hifas de paredes delgadas,
con fibulas e hifas
entrelazadas
Hifas de paredes delgadas,
con fibulas
Hifas de paredes delgadas,
confibulas
Hifas de paredes delgadas,
con fibulas g hifas
entrelazadas
Hifas de paredes delgadas,
con fibulas
Hifas de paredes delgadas,
con fibulas
Hifas de paredes delgadas;
con fibulas e hifas
entrelazadas
Hifas de paredes delgadas,
con fibulas
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4.2.2 Prueba petrofilica a los microrganismos

De las seisycepas bacterianas sembradas en agar nutriente con petréleo como Unica
fuente de carbono, las cepas B2, Bz, y B7 sobresalieron en la supervivencia al presentar
un crecimiento uniforme y de las nueve cepas fungicas se observo que las cepas Hi, Hz

y Hs, tuvieron ungmejor crecimiento radial en mm de 1.5, 1.7 y 1.8 respectivamente.

El crecimiento de bacterias en el petréleo crudo se debe a una combinacion de nutrientes
disponibles, condiciones.anaerodbicas, capacidad de biodegradacién y adaptacion a su
entorno. El crecimiento radial puede sugerir que las cepas fungicas sintetizan mas
enzimas para degradar hidroearburos derivado del petréleo (Rivera-Cruz et al., 2004),
por este motivo el trabajo continuo.con estas seis cepas microbianas (tres bacterianas y

tres fingicas).

4.2.3 Identificacion del género de las cepas fungicas

Los andlisis a las cebas fungicas donde se ddentificaron las caracteristicas fisiologicas
con el Microscopio Electronico de Barrido (MEB).sevelaron que de las cepas Hi (Figura
36) y Hz (Figura 37), corresponden al género Aspergillus sp y la cepa Hs (Figura 37)
corresponde a un Penicillum sp, esto” fue, cotejado en el libro especializado en

microbiologia de Koneman, MD. (2006).

10pm  —

Figura 32. Cepa Ha. Figura 33. Cepa Ha.
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Figura 34. Cepa Hs.

Las cepas Aspergillus sp. es un-género de hongos imperfectos que pertenecen al orden
Eurotiales. Son conocidos como.mohos y se encuentran en una amplia gama de habitats
terrestres, incluyendo suelo, madera, plantas en revision e incluso alimentos
enmohecidos. Algunos miembros defeste género son importantes en la biotecnologia
debido a sus enzimas productoras, de ‘quitinasa y celulasa y su capacidad de producir
diversos metabolitos secundarios_.cen propiedades biolégicas (Cabrero C. & Barea JL.
2009).

Las cepas Penicillium sp. en agua congénita es-tnchallazgo significativo que puede
deberse a la contaminacion del suelo y las/rocas ‘Cireundantes, infiltracion de agua
superficial contaminada, actividades humanas, como la“agricultura y la industria y/o
procesos naturales, como la descomposicion de materia organica (Lujan N. et al., 2019).

4.3 Crecimiento microbiano

El crecimiento bacteriano se determiné por crecimiento maximo de, las unidades
formadoras de colonias por espectrometria UV-VIS, en la Figura 38 se muestra la curva

de calibracion obtenida con la respetiva ecuacion:

Y = 0.0438% — 0.0109. ... .eeeveeeeeeeiieeeeeeeee A0 7)
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de acuerdo al método McFarland reportado en la literatura por varios autores (Marin &
Jaramilie, 2015; Tristan et al., 2015; Rojas et al., 2013; Medicina & Laboratorio, 2009 y
Lozano et/al.y 1999).

2 _
1.400 R*=0.9529

1.200
1.000
0.800
0.600

0.400

ABSORBANCIA A 600 NM

0.200

0.000
0 2 4 6 8 0 M2 14 16 18 20 22 24 26 28 30

UFC X108 ML-1

Figura 35. Curva de calibraciénpara estimar el crecimiento de UFC.

Como medio de cultivo se ocuparon! tres fertilizantes comerciales (triple 17, urea y
Nitrofoska), y como fuente de carbono Se afiadid _glucosa. Cada biorreactor conté con
tres réplicas, los biorreactores fueron armados en-condiciones axénicas. Las tomas de
muestras se realizaron cada dos horas durante 26 h eonsecutivas. Cada muestra fue
analizada en el espectrofotdmetro a 600 nm para medir”su turbidez y determinar por

densidad éptica su crecimiento maximo.

La siguiente grafica (Figura 39) muestra el crecimiento maximo de.unidades formadoras
de colonias que se obtuvieron con los datos experimentales de acuerdo, al estandar de
McFarland a 600 nm. De todas las cepas bacterianas, las que mejordemostraron un
crecimiento maximo y significativo con el fertilizante Nitrofoska fueron la_ B2, .Bs y Br. El
Nitrofoska demuestra ser un fertilizante que cumple con los nutrientes necesarios para
gue las cepas bacterianas crezcan eficientemente en un corto periodo de tiempa-Marin
& Jaramillo (2015), Se informé que las colonias estudiadas fueron cultivadas en’medio

minimo M9, con una concentracion de clorpirifos de 200 ppm. El cultivo se incub6'a.36
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°C % , cada 24 horas, se monitoreé el crecimiento bacteriano, determinando su
densi optica mediante un espectrofotometro UV-VIS a 600 nm, sus resultados

reportan }aximo crecimiento microbiano a las 120 h de incubacién.

= H1 Urea

. 12 / ——H1 Triple 17

—’é 10 O ——H1 Nitrofosca

® @ H2 Urea

o 8

>, O ———H2 Triple 17

g 6 —— H2 Nitrofosca
4 (/ ——H5 Urea

2 ——H5 Triple 17
——H5 Nitrofosca

o :O ——B2 Urea
. ——— B2 Triple 17

——— B2 Nitrofosca
B3 Urea

2 — # ——B3 Triple 17
—— B3 Nitrofosca
O ——B7 Urea
\.a

UFC X1078 mL-1

—B7 Triple 17

X B7 Nitrofosca

i 1 15 2 2.5 3 3.5 4 %
: n
Q

‘90

Figura 37. Crecimiento fngico UFC mL™*



En la figura 39 se muestra la gréfica de crecimiento de las cepas fungicas, donde se

destacael.crecimiento de la cepa Hi en el medio mineral Nitrofoska.

Las bacterias~erecen bien en Nitrofoska porque este fertilizante contiene nutrientes
esenciales para“su crecimiento y desarrollo. A continuacion, se presentan algunos
motivos por los cuales las bacterias prosperan en Nitrofoska: Nitrdgeno: es un
componente fundamental, para el crecimiento bacteriano, ya que forma parte de las
proteinas, aminoacidos y~acidos nucleicos. El Nitrofoska contiene nitrdgeno en forma de
nitrato y amonio, lo que facilita su absorcion por parte de las bacterias. Fosforo: es
esencial para la sintesis de,ATP, ADN y ARN, y también para la formacion de la

membrana celular.

El Nitrofoska contiene fésforo en forma'de fosfato, lo que permite a las bacterias utilizarlo
para sus procesos metabolicos.

Potasio: Es importante para la/regulacién_osmoética y la sintesis de proteinas. El
Nitrofoska contiene potasio, o que ayuda a mantener el equilibrio idnico y a promover el
crecimiento bacteriano.

Micronutrientes: Puede contener micronutrientes ceme_hierro, zinc, manganeso y cobre,
gue son esenciales para diversas funciones_enzimaticas*y metabdlicas en las bacterias.
pH adecuado: El Nitrofoska suele ser cercano a un pH_neutro, lo que es ideal para el
crecimiento de muchas bacterias.

Disponibilidad de oxigeno: La estructura porosa del Nitrofoska permite una buena
circulacién de oxigeno, lo que es esencial para el crecimiento_aerébico de muchas
bacterias.

Sustrato para la adherencia: La superficie del Nitrofoska proporciena un sustrato
adecuado para que las bacterias se adhieran y formen biofilms (Grageda-Cabrera O. A.,
et al., 2018).
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4.4 Produccién de biosurfactantes

Las cepas microbianas seleccionadas fueron inoculadas en el medio mineral liquido para
la produccién de biosurfactante. En un matraz Erlenmeyer de 2 000 mL se preparé el
medio mineral liquido conteniendo 4 g L™ de glucosa, 1 g L de fertilizante Nitrofoska y
2 000 mL de agua destilada. EI medio mineral se esteriliz6 a calor himedo en una

autoclave a 121°Cidurante 15 min (Ramirez, 2001).

En condiciones axénicas,Ja biomasa de las cepas bacterianas fue raspada de las placas
de agar con un asa de platine'e inoculadas en el medio de cultivo. El experimento se dejo
durante 12 h, posteriormente ‘el biorreactor se desarmd y el caldo fermentado pasé a las

fases de extraccion y purificacion para extraer el biosurfactante puro.

4.5 Caracterizacion fisicoquimica de los biosurfactantes
4.5.1. Medicién de tension supéerficial

Una de las caracteristicas mas importante de cualquier tensioactivo, sea de origen
quimico o biolodgico, es disminuir la tension. superficial de los liquidos, sin embargo, los
biosurfactantes tienen la gran ventaja contra sus homdlogos de origen quimicos de ser

biodegradables y tener baja o nula toxicidad (Qjeda et als, 2016).

Los resultados del andlisis de tension superficial se muestran en la Tabla 13 y en la
Figura 41 se muestra la grafica representativa a la disminucign de la tension superficial
de los diferentes biosurfactantes. El biosurfactante producido porda cepa B: fue quien
tuvo mejor capacidad de reducir tension superficial del agua grado HPLC desde 71.3 mN
m hasta 42.5 mN m™.

Los resultados obtenidos de la tension superficial de los biosurfactantes sintetizados por
las cepas bacterianas son ligeramente diferentes en el rango de 42.5 a 42.9 mNm?, los
biosurfactantes sintetizados por las cepas fungicas los resultados entran en un rango de

45 a 48.7 mN m. Los cuales son significativamente diferentes a los biosurfactantes
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bacterianos, esto se puede deber por la estructura quimica, propiedades y aplicaciones
debidoa’las siguientes razones: Los biosurfactantes bacterianos suelen ser lipopéptidos,
glicolipidos” osfosfolipidos, con cadenas laterales hidrofobicas y grupos hidrofilicos. Los
biosurfactantes= fungicos suelen ser glicoproteinas, polimeros de acido

polihidroxialcanoate o lipidos con estructuras mas complejas.

Los biosurfactantes bacterianos tienen una mayor afinidad por los hidrocarburos, lo que
los hace efectivos en la~temocién de petréleo y productos quimicos. Mientras que los
biosurfactantes fungicos tienen una mayor estabilidad en pH y temperatura, lo que los

hace adecuados para aplicaciones en procesos industriales.

Es decir, los biosurfactantes bacterianos se utilizan comdnmente en la remocion de
petréleo y productos quimicos, mejora‘de la recuperacion de petréleo en técnicas como
MEOR, en tratamiento de aguas residuales y los biosurfactantes fungicos se utilizan
comunmente en produccion de casmeéticos™y productos de cuidado personal, en mejora
de la solubilidad de farmacos y en procesos industriales como la fabricacion de papel y

textiles.

Ademas, por razones evolutivas las bacterias desarrollaron biosurfactantes para
sobrevivir en entornos con alta concentracion de hidrocarburos y los hongos sintetizan
biosurfactantes para interactuar con su entorno y otros#Qrganismos en suelos y

ecosistemas.
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Tabla 13. Tension superficial de los microrganismos.
Tension superficial en mN m™*
CMC en % (p/p)

El-
Ahmed Sam et _.
Cepa Resultados et al. al. Rita et al. Sheshtaw Otros
(2015) (2017) (2017) y et al.
(2015)
42.5
B2 0.4
43.61
Ba 014
43.19
B 0.7
48.02
Ha 0.4
47.80
Hz 0.2
49.32
Hs 0.4
H.O
HPLC 71.28
Solucién buffer 72 59.3 65 72
Biosurfactante 30 32.4 25.5 36 27 33 26 32

Ahmed et al. (2015) caracterizaron-diversas_biosurfactantes en base a lipopéptidos
obtenidos de cepas bacterianas, donde su“mejor biosurfactante redujo la tension

superficial del agua pura de 72 mN mt'a30. mN m-,

Sam et al. (2017) obtuvieron diversos biosurfactantes dedos cuales uno redujo la tension
superficial de 59.3 a 32.4 mN m.

Rita et al. (2017) de una Pseudomona obtienen un biosurfactante.el cual demuestra

reducir la tension patron de 65 mN m* a 25.5 mN m™.

El-Sheshtawy et al. (2015) sintetizan biosurfactante de una cepa bacteriana, el cual

asume el efecto de reducir la tensién superficial de 72 mN m™ a 36 mN m

Por otra parte, en otras publicaciones de investigadores como: Fooladi et ak-(2016);

Thies et al. (2014); Ismail et al. (2013) reportaron la obtencion de biosurfactante en’les
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cuales.os lipidos polares asociados a la accion surfactante son de tipo lipopéptidos y su
actividad de superficie reportado son favorables en la reduccion de la tension superficial
a como los€s.€en esta investigacion.

Las cepas bacterianas reportadas por los investigadores que tienen la facilidad de
producir biosurfactante son: B. licheniformis, S. marcescens, P. fluorescens, B. subtilis y

B. Pumilus, los cualésspudieron disminuir la tensién superficial hasta 27 mN m-1, 33 mN
m1, 26mN m1y 32 mN mYrespectivamente.

BS microbianos
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4.5.2 indice de emulsificacion y tamafio de gota de la emuision

Una caracteristica importante de un biosurfactante es que ademas.de reducir la tensién
superficial, tenga la peculiaridad de formar emulsiones estables. Esta cualidad es crucial
para determinar sus posibles aplicaciones ambientales o industriales por. lo que se le
determind la capacidad emulsionante a una temperatura de 20°C+ 2°C, €nsla Tabla 14
se muestran los resultados obtenidos de indice de emulsién y tamafio desgota de la
emulsién de cada biosurfactante.

95



Los parametros que definen las posibles ocupaciones de un biosurfactante en las
diferentes.ndustrias como: agricultura, alimentaria, cosmética, metallrgica, petrolera,
entre otras’(Ojeda et al., 2016), es considerar un elevado indice de emulsién y un tamafio
de gota razonablemente pequefio. La habilidad de emulsificacion de los biosurfactante
producidos pordas.cepas microbianas fue comparado con la de un surfactante de origen
guimico (Tabla 14);'siendo el biosurfactante producido por la cepa B2 con mayor indice
de emulsién (92%), porio cual lo coloca con mayor ventaja sobre el surfactante quimico,
pues éste apenas alcance un IE del 62.5%. Para obtener el tamafio de gota de la
emulsién, la muestra se analizé'en un microscopio OLYMPUS modelo BX45 y el software
ZEN lite 2012 (figura 4.19), el biosurfactante producido por la cepa bacteriana B2, también
mostré un tamafo de gota mener_(11.87 um) a comparacion de sus homologos, sin
embargo, el surfactante de origen quimico de marca registrada (pinol®) presenta un

tamafo mucho menor a lo de los biosurfactantes, el cual fue de 2.69 um.

Una aplicacion potencial de estos—biosurfactante, se puede pensar en la industria
petrolera en el proceso de recuperacion mejofada con microrganismos (MEOR por sus
siglas en inglés). En este proceso se Utilizan biosurfactantes con el objetivo de reducir la
tension de las interfases presentes entre el petréleo; la superficie sélida de las rocas y la
fase acuosa al interior de los poros de la toca. Al reducir las fuerzas interfaciales, se

mejora la fluidez de los hidrocarburos facilitando la extraceién del petroleo residual.

Por otra parte, en el caso de un derrame de petréleo, la altarCapacidad de emulsionar
puede facilitar una eficiente biodisponibilidad para su posterior degradacion en procesos
de biorremediacion (Ojeda et al., 2016), también se puede aumentar el metabolismo
microbiano e incrementar la actividad enzimatica microbiana o bien facilitar el transporte
del sustrato organico hacia las células microbianas, por lo que._este tipo de
biosurfactantes podria utilizarse para llevar a cabo una biorremediacion~de_mantos
acuiferos contaminados con pesticidas organoclorados, organofosforados e isomeros del
hexa-cloro-ciclohexano (Marin & Jaramillo, 2015; Karanth et al., 2000). Otras posibles

aplicaciones de estos biosurfactantes, serian para facilitar el transporte del petréleo
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crudo en las tuberias, limpieza de buques-tanques de almacenamiento de petréleo crudo

y reduceion de la viscosidad del petréleo crudo extra pesado (Bannat et al., 2000).

Tabla 14. Resultados obtenidos
experimentalmente
Capacidad Tamafio de
Biosurfactante  de emulsion gota en pum

en % (promedio)
B2 92 11.87
Bs 90 15.46
B7 80 11.96
Hi 90 29.74
Hz 85 12.38
Hs 85 13.58
PINOL 62 2.69

4.5.3 Espectroscopia de infrarrojoycon transformada de Fourier

La técnica clasica para el andlisis~estructural de compuestos organicos es la
espectroscopia de infrarrojo con transformiada de Fourier (FT-IR).

La Figura 37 muestra los espectros obtenidos-con el andlisis de FT-IR de los diferentes
biosurfactantes sintetizados por las’cepas microbianas. Las bandas mas importantes con
las caracteristicas de absorcion corresponden tipieamente a grupos funcionales formado

por lipopéptidos, lo cual se confirmé mediante cromatografia de capa fina.

La cromatografia de capa fina es empleada para la ‘identificacion de lipidos polares,
Hamilton & Hamilton (1992) asocian a la accion tensoaCtiva con estos compuestos
“lipopéptidos”. Las bandas de absorcion fueron localizadas én,3 467 cm (enlace O-H,
tipico de polisacaridos), 2 957 y 2 885 cm™ (banda C-H: cadénas de hidrocarburos
alifaticos), 1637 cm (enlace amida O=C-N), 1 438 cm™* (grupos aminas C-N), 1 118 cm"
! (radicales alquilos). Estos resultados son similares a los reportados por.Thavasi (2009)
quien obtuvo un biosurfactante de una cepa Azotobacter chroococcum gt€niendo como
componente principal un lipopéptido con una combinacion de lipidos y protéinas 31.30 y
68.69 % (Banat et al., 2010; Rodriguez et al., 2006).
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Figura 387Espectro FT-IR del BS de la Cepa Ba.

Los espectros obtenidos en este'_estudio son consistentes con los espectros
caracteristicos de las moléculass de\los lipopéptidos. El analisis FT-IR de los
biosurfactantes obtenidos de las cepas microbianas, es similar a los resultados obtenidos
por otros investigadores (Mukherjee &Das, 2007y Kuiper et al., 2004), quienes usaron el

FT-IR como una herramienta analitica para‘caracterizar el biosurfactante.

El analisis de Espectroscopia de Infrarrojo ‘een Transformada de Fourier es importante
para los biosurfactantes por varias razones. Permite identificar los grupos funcionales
presentes en la molécula del biosurfactante. Ayuda a determinar la estructura quimica y
la composicion del biosurfactante. También ayuda a detectar la presencia de impurezas
0 contaminantes en la muestra y ayuda a evaluar la pureza del biesurfactante. Ademas,
se puede evaluar las propiedades fisico-quimicas del biosurfactante, como la
hidrofobicidad y la carga, asimismo facilita a predecir el comportamiento del

biosurfactante en diferentes entornos.

El estudio de FT-IR sirve para comparar el espectro de FT-IR del biosurfactante con

patrones conocidos y con ello es posible identificar la similitud o divergencia con,otros

98



biosurfaCtantes. Y sobre todo las grandes ventajas de este andlisis con respecto a otros
es que-es.una técnica no destructiva y no invasiva, es rapida y facil de realizar, permite
analizar muestras en diferentes estados (sélido, liqguido o gaseoso) y es una técnica

relativamente.eeconémica.

Algunos ejemploside! grupos funcionales que se pueden identificar mediante FT-IR en
biosurfactantes son: Grupos hidroxilo (-OH), Grupos carboxilo (-COOH), Grupos amino
(-NH2), Grupos fosfato (+P©4), Grupos éster (-COO-).

4.5.4 Andlisis elemental

El analisis elemental de los biosurfactantes se realizd6 por Microscopia Electronica de
Barrido (MEB) y microanalisis tipos€nergia dispersiva de rayos X, con la finalidad de
establecer un perfil de composicién integral de cada muestra. En la Tabla 15 se muestran
las composiciones en % masa de7los elementos quimicos que constituyen a cada uno
los biosurfactantes. Las muestras” contienen carbono (transicion Ka=0.277 keV,),
oxigeno (transicion Ka=0.525 ke\W),” nitrogeno” (Ka=0.485 keV) y sodio (transicion
Ka=1.041 keV).

El andlisis elemental de los biosurfactantes obtenidos Jen este estudio presenté en
mayores proporciones al nitrdgeno, carbono y oxigeno, elementos claves que componen
a un lipopéptido. Los lipopéptidos presentan enlaces covalentesidenominados peptidicos
gue se presentan entre el grupo carboxilo y el grupo amino de los.aminoécidos (Madigan
et al., 2018).
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Tabla 15. Composicién elemental en % masa de los BS

microbianos

quﬁ?r1ne|2;{30 B> Bs B7 Hi H> Hs
C 47.04 46.15 47.23 61.52 60.23 55.83
N 891 9.02 9.13 1692 14.36 12.58
0 32.18 32.45 32.05 19.46 24.09 24.85
Na 424 401 427 072 025 257
Mg 165 1.12 1.49 - 0.29 -
P 331 295 321 053 045 1.16
K 221 235 218 030 010 1.63

El andlisis elemental esCrucial para entender la composicion quimica, verificar la pureza
y optimizar procesos en diversas industrias, incluyendo la produccion de biosurfactantes.
Ayuda con la Identificar los elemeéntos presentes en la molécula. Determina la proporcion
de los elementos que lo componen. Ademas, favorece a entender la estructura y

propiedades del biosurfactante.

4.5.5 Determinacion de pH

El pH de los biosurfactantes fue enspromedio’de 6.9. El valor de pH encontrado en este
estudio es similar a lo reportado por-otros investigadores sobre biosurfactantes. Araji et
al. (2007) caracterizaron un biosurfactante producido por la cepa bacteriana B.
licheniformis con base en lipopéptidos teniendo un“pH de 7.2; Gobbert et al. (1884) y
Guerra et al. (1984), mencionan que el pH de los medios.tiene un papel muy importante
para la produccién de biosurfactante, ambos articulos menetenan un pH de 6 y 6.5 para

una maxima produccion de biosurfactante.

La determinacion del pH es fundamental para entender las propiedades, la estabilidad y
la compatibilidad de los biosurfactantes, asi como para garantizar su seguridad y eficacia
en diversas aplicaciones industriales. Es importante mencionar que el-pH afecta la
estabilidad de los biosurfactantes y la compatibilidad con otros componentes depende
del pH. Ademas, en sus propiedades fisicoquimicas, el pH influye en la¢carga y la

hidrofobicidad y también afecta la solubilidad y la dispersién. En cuestion de ‘actividad
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biol6giea, el pH puede afectar la actividad enzimatica y la actividad antimicrobiana

depende del pH.

4 5.6 Determinacién de concentraciéon micelar critica

Los valores obtenitdos para la CMC de acuerdo a la tension superficial se muestran en la
Tabla 16 de los biosurfactantes. En la Figura 36 se muestra una disminucién de la tension
superficial a diferentes cehcentraciones de biosurfactante. El valor de la concentracion
micelar critica fue variado_desde de 0.12% peso y no se presenta una variacion
significativa con la temperatura a 30 °C.

Conocer la CMC es importante por.yvarias razones. En propiedades fisicoquimicas, indica
la concentracion a partir de la cual’se forman micelas y determina la estabilidad y la
solubilidad del biosurfactante. En cuestién de eficacia y eficiencia, la CMC afecta la
capacidad de solubilizar sustancias hidrofobicas e influye en la eficacia de la limpieza y
la remocién de contaminantes. Enas aplicaciones industriales la CMC es crucial en
procesos de limpiezay desinfeccion.También‘afetta la eficacia en aplicaciones agricolas
y ambientales. En la estabilidad y compatibilidad1a™CMC puede afectar la estabilidad del
biosurfactante e influye en la compatibilidad.con otrosycomponentes. Los factores que
influyen en la CMC son: Temperatura, pH,“concentracién de sal y presencia de otros

surfactantes.

Los lipopéptidos incrementan la solubilidad de los hidrocarburos_incorporéandolos en las
cavidades hidrofébicas de las micelas, y por lo general, presentan-baja concentracion
micelar critica. La concentracién micelar critica de los biosurfactantes en disoluciones
acuosas varia con la estructura de éstos (Deshpande et al., 1999). Un biosurfactante
cuyo valor esté por debajo de su concentracion micelar critica (CMC) seré.mas efectivo
si tiene la capacidad de solubilizar contaminantes en bajas concentraciones y;al mismo
tiempo, minimiza la exposicion a sustancias toxicas, reduciendo los posibles ‘efectos

adversos sobre los microorganismos presentes en el suelo. (Lee et al., 2005). Es notable
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que la_ aplicacion de biosurfactante con concentraciones por encima de su CMC, ademas

de costeSa pueda ser toxica para los microorganismos (Riojas et al., 2010).

El valor de da~=CMC encontrado en este estudio es similar al reportado por otras
investigaciones-(Dinis et al., 2014; Janek et al., 2013; Price et al., 2012; Ferhat et al.,
2011). En la Tahla'16 se muestran los resultados obtenidos de la CMC de los

biosurfactantes analizados.

La concentracion micelar Critiea es un intervalo de concentraciones, no un valor exacto
y absoluto, ya que las transiciones de fase ocurren paulatinamente (Aparicio, 2012). En
el mismo contexto, Thies et ‘al¢ (2014) sefialan que el agente biosurfactante con
concentraciones por arriba de la ' @ME puede ser apropiado para el lavado de suelos,
pero estas altas concentraciones pueden ser inapropiadas para la biorremediacion, datos
gue contrastan con Kim et al. (2001),\quienes encontraron que la solubilidad de los
hidrocarburos policiclicos aromatices es=proporcional a las concentraciones de los
biosurfactantes, por encima de la CMC ésta me€jora, mientras que por debajo o cerca de
la CMC la solubilidad de los hidrocarburos polici¢licos aromaticos es menor.

Tabla 16. CMC de los
BS microbianos

Cepa

Microbiana CMC %
B2 0.4
Bs 0.4
B7 0.7
Hi 0.4
Ha 0.2
Hs 0.4
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Capitulo 5
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones

La variedad de.especies de cepas microbianas adaptadas en medios estresantes con
11.60 mg L™* de petrolea (agua congénita) fueron escasas. Sin embargo, se aislaron ocho
cepas bacterianas y'5.€epas fungicas, de las cuales tres cepas bacterianas y tres cepas
fungicas demostraron tener buena actividad de crecimiento usando como Unica fuente
de carbono al petréleo crudo. EStos tuvieron buena capacidad de sintetizar biosurfactante

en cortos intervalos de tiempo.

Los biosurfactantes producidos porelas cepas microbianas, presentan actividad de
superficie y propiedades emulsificantes, por lo que pueden incrementar la
biodisponibilidad de los hidrocarburos con el fin de permitir su biodegradacion. El indice
de emulsién de los biosurfactantes-producidos por las cepas microbianas hacen a estos
biosurfactantes prometedores en aplicaciones para la industria petrolera, como por
ejemplo la recuperaciéon mejorada de hidrocarbuyros; mejorando el drenaje de aceite en
pozos petroleros, en la limpieza de buquée tanques; en el transporte y almacenamiento

de petroleo crudo, etc.

Los biosurfactantes tienen buena capacidad de reducir la tension superficial a bajas CMC
y presentan buen indice de emulsion; con base en estas caracteristicas pueden ser
aplicados para emulsionar el petréleo remanente proveniente de.un‘derrame de petroleo
crudo en aguas y suelos, evitando la mortandad de especies\dé alta importancia

ecoldgica como son las presentes en los ecosistemas.
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5.2 Reeomendaciones

Estudios«de,aplicaciones especificas en la industria

Evaluagion de la eficacia de los biosurfactantes en la remocion de contaminantes
en suelosy agua.

Estudio de"1a actividad antimicrobiana y antifiangica en diferentes matrices
(alimentos, eospiéticos, etc.).

Investigacion de la‘tapacidad de los biosurfactantes para mejorar la solubilidad y

biodisponibilidad ‘de‘farmacos.

Optimizacion de procesos de produccién

Estudio de la influenciagde, factores como temperatura, pH y concentracién de
nutrientes en la produccion de biosurfactantes.

Desarrollo de métodos de purificacion y concentracion mas eficientes.
Evaluacion de la escalabilidad_y\viabilidad econ6mica de la producciéon de

biosurfactantes.

Andlisis de la estabilidad y compatibilidad

Estudio de la estabilidad de fos—=biosurfactantes en diferentes condiciones de
almacenamiento y transporte.

Evaluacion de la compatibilidad ¢on' otros#’cemponentes en formulaciones
industriales.

Investigacion de la influencia de la temperatura y la’humedad en la estabilidad de

los biosurfactantes.

Comparacion con surfactantes sintéticos

Evaluacion de la eficacia y eficiencia de los biosurfactantesen camparacion con
surfactantes sintéticos.
Estudio de la toxicidad y biodegradabilidad de los biosurfactantes en’camparacion

con surfactantes sintéticos.
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Desarrollo de nuevos productos y tecnologias

I. “€reacion de formulaciones innovadoras que combinen biosurfactantes con otros
componentes.

II. Desarfollo de tecnologias de liberacién controlada de biosurfactantes.

[ll. Investigacion de la aplicaciéon de biosurfactantes en tecnologias emergentes
(nanotecnologia, biotecnologia, etc.).

Colaboraciones y aplicaciones interdisciplinarias
I. Colaboracién cony investigadores de otras disciplinas (biologia, quimica,
ingenieria, etc.) para,explorar nuevas aplicaciones.

I[I. Evaluaciéon de la viabilidad de los biosurfactantes en diferentes industrias

(alimentaria, farmacéutica; textil, etc.).
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Resumen

de la Tesis:

Los microorganismos originan una diversidad de compuestos
bipolares, anfipéaticos, con actividad superficial e interfacial, los
biosurfactantes son.partes de la membrana celular de bacterias y
hongos. En la actualidad los biosurfactantes estan obteniendo mayor
interés con respecto a los surfactantes quimicos debido a las grandes
ventajas que representan para el medio ambiente, los biosurfactantes
tienen un amplio._campo “deaplicacion, dependiendo de sus
propiedades fisicoquimicas pueden ser utilizados en las diferentes
industrias, incluyendo”#1a biorremediacion de ecosistemas
contaminados con hidrocarburos. Los.surfactantes quimicos, no son
ecologicos, tienen baja eficiencia a«‘lay biodegradacion y son
considerados altamente toxicos. Sin embargo, la informacion de
andlisis fisicoquimicos de biosurfactantes es esCasa.

En el presente trabajo se aislé microorganismos'de agua congénita
proveniente de baterias de separacion, obteniendo’ocho cepas
bacterianas y siete fungicas. Para la seleceion de los
microorganismos se sembraron las cepas en Agar nutritivo con
petréleo estéril como Unica fuente de carbono; de este progeso se
seleccionaron seis cepas; para la produccion de biosurfactante, se

empled medio mineral liquido comercial, el mismo que fue separade
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de la masa microbiana, mediante la centrifugacion y filtracion. Los
metabolitos fueron evaluados fisicoquimicamente. Los resultados
obtenidos indicaron que los biosurfactantes son lipopéptidos de
acuerdo a la cromatografia en capa fina y espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier, disminuyen tension superficial
dell agua hasta 45 mN m. Por lo tanto, los biosurfactantes tienen
posibilidad de aplicacion en las diferentes industrias.
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