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RESUMEN

El presente trabajo se refiere al estudio de la produccidén de un biosurfactante con
la cepa IMP-K que corresponde a Pseudomonas sp., utilizando dos tipos de
sustratos, un aceite soya (AS) y aceite gastado de cocina (AGC) en matraz 'y en un

reactor tipo tanque agitado de 3 L.

Primero se llevé a cabo una evaluacion preliminar de la produccion del tensoactivo
en matraz con ambas fuentes de carbono (AS y AGC) mediante la determinacion
de tension superficial (TS) y la prueba de dispersion de aceite (DA). EI BS producido
por la cepa IMP-K disminuyé la TS de 72 a 29 mN/m con AS y AGC y produjo halos
de dispersiéon de aceite de 10 cm desde las 24 h para AS, mientras que con AGC
se alcanzaron 12 cm después de 56 h. Demostrando que la cepa IMP-K, es capaz

de utilizar ambos sustratos para su crecimiento y produccién del tensoactivo.

Posteriormente se realiz6 una cinética de crecimiento del microrganismo con las
dos fuentes de carbono; mostrando que los mejores tiempos de produccion fueron
24 h cuando se utiliza aceite de soya y 48 h con aceite gastado de cocina, donde
se obtuvo una dilucién micelar critica (DMC) de 1:16 para ambos sustratos,

manteniendo la TS en valores de 29-31 mN/m sin diferencia significativa.

En este estudio también se evalu6 el efecto de la concentracién de oxigeno (aire) y
la temperatura en los sistemas para el crecimiento y produccion de BS con la cepa
IMP-K a nivel microcosmos y matraz, respectivamente. Las concentraciones de aire
fueron 0, 25, 50 y 100% vy las temperaturas de cultivo evaluadas fueron 30, 40 y
50°C. Los resultados indicaron que la presencia o ausencia de oxigeno afecta el
crecimiento de la cepa y por lo tanto la produccion del BS, que se favorece con las
mayores concentraciones de aire, con preferencia por la mas alta concentracion
(100%) y disminuye en condiciones anaerobias. En cuanto a las diferentes

temperaturas de cultivo evaluadas la cepa IMP-K fue capaz de producir
1



biosurfactante cuando se incuba a 30 y 40° C, pero es mejor la produccién a 30° C.
En cambio la temperatura de 50° C inhibe el crecimiento y la produccion de este

metabolito.

Otro parametro evaluado fue el efecto del tensoactivo producido por la cepa IMP-K
sobre un aceite pesado de 14.8° API, mediante la determinacién de la tension
interfacial (Tl) y actividad emulsificante (AE24) a diferentes condiciones de
temperatura (30 y 60° C) y salinidades (sin sal y 50 g/L de NaCl). Los resultados
mostraron que el BS es capaz de reducir la Tl del aceite crudo hasta 0.8 mN/m, que
corresponde a una disminucion del 90% con los tratamientos a 30° C con salinidad
(50 g/L NaCl) y 60° C sin sal. Ademas, el BS fue capaz de formar emulsiones con

este aceite, aunque en un porcentaje bajo (22.8%).

Después se procedi6 a realizar el escalamiento de la produccion de biosurfactante
con la cepa IMP-K a nivel reactor. Primero, se evaluo el efecto de la aireacién sobre
el crecimiento y produccion de BS. Las aireaciones evaluadas fueron 400, 700, 1000
y 1500 mL/min, donde se observd que a menores flujos de aireacion, la
concentracion de oxigeno disuelto disminuyd hasta un 5%, por lo cual el crecimiento
microbiano se ve afectado negativamente. La mejor aireacion evaluada fue de 1000

mL/ min, con una CMC de 1380 mg/L y una disminucién de la TS hasta 29 mN/m.

Con este resultado se procedié a realizar dos cinéticas, con AS y AGC como
sustrato. Los resultados mostraron que el mejor sustrato fue AGC, donde se obtuvo
un mayor rendimiento (24 g/L) alas 48 h con una CMC de 749 mg/L y un rendimiento
de producto con respecto al consumo de sustrato (Yrss) de 0.7744, en comparacion
con el AS, donde se obtuvo casi la mitad de rendimiento (12.4 g/L) a las 48 h, una
CMC de 1554 mg/L y un valor de Ypss de 0.4255. Lo anterior demuestra que la cepa
IMP-K tiene preferencia por el AGC. Cabe destacar que en ambas cinéticas se tuvo
un perfil similar, con una fase exponencial hasta las 24 h y después de este tiempo
una fase estacionaria en el cual se produjo el BS.



Por ultimo, al BS producido a nivel reactor contenido en el sobrenadante libre de
células, se le evalué su efectividad tensoactiva después de 8 meses en
conservacion a 4°C. Este bioproducto tuvo actividad tensoactiva durante todo el
tiempo, con una TS de 29 mN/m en promedio. Lo que indica que se mantuvo estable
y su almacenamiento a 4° C es un buen método para mantenerlo en condiciones

adecuadas para su uso.

Todos estos resultados son promisorios e indicativos del potencial de aplicacidén de
los biosurfactantes producidos por las cepas IMP-K en la recuperacion de

hidrocarburos.



1. INTRODUCCION

El petréleo es un elemento importante para las actividades humanas, es la principal
fuente de energia mundial y materia prima para la produccion de diversos
compuestos de uso cotidiano. Sin embargo, a medida que las reservas de petrdleo
disminuyen, la explotacion de los recursos petroliferos en campos maduros o
abandonados es necesaria para satisfacer las futuras demandas energéticas. Uno
de los grandes problemas que enfrenta la industria petrolera en estos campos es la
baja eficiencia en la extraccidén del petroleo, y la contaminacion que de ella misma
se genera (Amani et al., 2010); por lo que es necesario que se desarrollen nuevas
tecnologias de extraccion y movilizacion de los hidrocarburos para incrementar su

recuperacion y transporte (Patel et al., 2015; Bryant et al., 1987).

A nivel mundial, durante el 2014 se consumié alrededor de 92,086 millones de
barriles de petroleo diarios, que representan 32.6% de la demanda mundial de
energia (SENER, 2015). Ademas, el petrdleo es la principal fuente de energia en

México, ya que cubre el 90 % de la demanda energética (Centeno et al., 2010).

Actualmente se utilizan hasta tres etapas o procesos de extraccion de petroleo, los
cuales aumentan el rendimiento final. La etapa de extraccion primaria es la mas
econdmica y se realiza aprovechando la presion natural del yacimiento. La
extraccion secundaria depende del uso de bombas y/o inyeccién de gas, agua o
vapor para extraer parte del petréleo residual adherido a las rocas del yacimiento.
Después de que se han empleado las técnicas de recuperacion primaria y
secundaria, queda un remanente de petréleo entre 60 y 70% (PEMEX, 2015) de la
cantidad original en el yacimiento debido a la naturaleza hidrofobica de los
hidrocarburos que hace que estos compuestos sean poco accesibles y se adhieran

fuertemente a las rocas.

PEMEX reporté que la mayor parte del petrdleo que queda en los yacimientos
mexicanos es de tipo pesado (alta densidad >0.92 g/cm?®y <1.0 g/cm? y gravedades
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APl entre 10y 22.3°) (PEMEX, 2015); razén por la cual su extraccién no es suficiente

con las tecnologias tradicionales (recuperacion primaria y secundaria).

Una tercera opcion para la extraccion de petroleo, son las tecnologias de
Recuperacion Mejorada de Petroleo (EOR, por sus siglas en ingles), que estan
dirigidas a incrementar la recuperacién de petréleo crudo de los yacimientos (Lazar
et al., 2007). Dentro de estas tecnologias, se encuentran los procesos microbianos
conocidos como recuperacion mejorada del petréleo via microbiana (MEOR, por sus
siglas en ingles). Esta tecnologia se basa en la utilizacion de microorganismos y sus
metabolitos, entre ellos gases (CO2 y CHa4), solventes, acidos y biosurfactantes (BS)
(Raiger et al., 2009; Bryan y Lockhart, 2002). Los BS son utilizados para disminuir
la tensién interfacial entre el agua-aceite facilitando la movilizaciéon del crudo a

través del yacimiento.

La combinaciéon de estrategias eficientes que aumenten la disponibilidad vy
extraccidon de los hidrocarburos en los yacimientos, constituyen elementos claves
para abordar la solucién de la demanda energética y los problemas ecoldgicos
derivados de los mismos, en los cuales las tecnologias biolégicas (MEOR) tienen

un papel esencial (Patel et al., 2015).



2. MARCO TEORICO

2.1 Tecnologias de recuperacion de hidrocarburos

Para la extraccidn o recuperacion del petroleo existen tres tipos de tecnologias,
denominadas recuperacion primaria, secundaria y terciaria. La extraccién primaria
es la mas econdmica y se realiza al iniciar la produccion en un pozo, ya que la
presion al interior del yacimiento es suficiente para forzar la salida natural del
petroleo a través del pozo. El periodo de recuperacidon primaria tiene una duracidn
variable, pero siempre se lleva a cabo, porque permite recoger numerosa
informacion sobre el comportamiento del yacimiento, importante para la
planificacion de la explotacion posterior. El porcentaje de recuperacion del aceite
crudo original del yacimiento por recuperacion primaria es en promedio del orden
de 10-25% (Pemex, 2015).

Durante la vida productiva del yacimiento la presion descendera y es entonces
cuando se requiere realizar recuperacion secundaria, que es la inyeccidon de agua
o de gas para compensar la pérdida de presion y la ayuda mediante bombas para
extraer el petroleo. Este tipo de tecnologia permite elevar la recuperacién del aceite
hasta un promedio de 25-35% (Pemex 2015). Al paso del tiempo por mas agua o
gas que se inyecte y aunque se usen sistemas avanzados de bombeo, ya no se
recupera mas petréleo, atribuido a dos factores: a) a escala de los poros, el crudo
alcanza una saturacion residual suficientemente baja para encontrarse en forma de
glébulos discontinuos, atrapados por las fuerzas capilares; y b) a escala del
yacimiento existen ciertas zonas en las cuales el fluido inyectado durante la
recuperacion secundaria no penetra, por la baja permeabilidad de estas zonas,
porque siguen caminos preferenciales, o porque la geometria de implantacion de
los pozos no es favorable y la declinacion comienza (Salas, 2012). Debido a lo
anterior deben aplicarse tecnologias de recuperacion terciaria o mejorada de
Petroleo (EOR, enhanced oil recovery) (Sen, 2008). Estas tecnologias consisten

principalmente en procesos fisicoquimicos, entre las cuales se encuentran los
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procesos térmicos que mejoran la eficiencia de barrido reduciendo la viscosidad del
crudo mediante calentamiento (estimulacion con vapor y combustion en sitio), los
procesos quimicos que incluyen el taponamiento de caminos preferenciales con
espumas, o el uso de polimeros y surfactantes, entre otros provocando la

disminucién de la tensién interfacial (Sen, 2008).

Actualmente hay varios paises que ya usan o han utilizado técnicas de EOR con
muy buenos resultados cumpliendo con el objetivo de recuperar mas petroleo con
altos retornos de inversion. A nivel mundial la produccidn de petréleo por procesos
EOR es de 2.5 millones de barriles por dia y la mayoria proviene de Estados Unidos,
México, Venezuela, Canada, Indonesia y China (Thomas, 2008). Sin embargo estas
tecnologias tienen grandes costos energéticos como son la térmica o repercusiones
ambientales en los yacimientos como son la quimica. Es entonces cuando la
aplicacién de procesos biolégicos puede ser una opcion amigable con el ambiente

y econdmicamente factible (Volk y Liu, 2010).

2.2 Tecnologia de recuperacion de hidrocarburos via microbiana (MEOR)

La tecnologia de recuperacién de hidrocarburos por procesos biolégicos (MEOR),
consiste en inyectar o estimular los microorganismos del yacimiento que son
capaces de producir metabolitos como gases (CO2, CH4, H2), acidos, disolventes,
biopolimeros y biosurfactantes (Lazar et al., 2007). Dependiendo de la naturaleza y
caracteristicas del yacimiento y de los fluidos, se pueden proponer diferentes

estrategias para el uso de estos metabolitos como son (Sen, 2008):

¢ Adicion de biomasa, la cual puede modificar la mojabilidad de la roca, alterar
la viscosidad del aceite o degradar selectivamente los componentes del
petroleo.

e Los biosurfactantes pueden favorecer la emulsificacion y disminuir la tension

superficial e interfacial.


http://www.sciencedirect.com.pbidi.unam.mx:8080/science/article/pii/S0920410511002877#bb0140

e Los biopolimeros modifican la viscosidad y pueden taponear caminos
preferenciales permitiendo un desplazamiento selectivo.

e Los solventes y acidos pueden modificar la permeabilidad por disolucion de
la roca o bien pueden reducir la viscosidad del crudo.

e Los gases pueden incrementar la presion o permear en el crudo y reducir su

viscosidad.

La produccién de dichos metabolitos puede hacerse dentro o fuera del yacimiento.
En el primero caso se utilizan técnicas de estimulacion, es decir, agregando
nutrientes especificos estimulando el desarrollo de los microorganismos
introducidos o bien autoéctonos del yacimiento, los cuales pueden sintetizar
biosurfactantes dentro del pozo (recuperacion in situ). En el segundo caso, una vez
producidos, los bioproductos se pueden inyectar en el yacimiento (recuperacion ex
situ) (Kosaric, 1992). Sin embargo la recuperacion in situ tiene factores limitantes
para el desarrollo de los microorganismos, ya que la temperatura de los pozos
puede variar en un intervalo amplio y la ausencia de oxigeno dentro de los
yacimientos es escasa o nula (Magot et al., 2000). Otros factores que también
afectan la tecnologia MEOR son el pH y la salinidad (hasta 20% de NaCl) que
constituye cerca del 90% de los sélidos en las salmueras y nutrientes dentro del
mismo yacimiento (Premuzic y Lin, 1991). Por lo que la seleccion del
microorganismo debe ser cuidadosamente evaluada antes de introducirlo al
yacimiento o bien estimular los microorganismos autoctonos que son lo que

soportan las condiciones del yacimiento.

El éxito de la aplicacion de MEOR por diferentes empresas petroleras, la apuntan
como una tecnologia facil, econémica y amigable para el medioambiente (Sen,
2008). Los estudios de esta tecnologia contribuyen también a una mejor
comprension de las capacidades metabdlicas de los microorganismos que alteran
la calidad de los hidrocarburos (Volk y Liu, 2010). Cabe mencionar que MEOR es
un proceso que puede ser muy eficiente en la recuperacion de crudos pesados y

extra pesados como los crudos mexicanos (Roldan et al., 2014; Olguin et al., 2014).
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Los biosurfactantes son uno de los metabolitos producidos por los microorganismos
en la tecnologia de MEOR, y estos bioproductos pueden tener gran potencial de
aplicaciéon en campo, ya que se ha observado que son estables a condiciones altas
de temperatura y de salinidad, con buena actividad tensoactiva, util para la
recuperacion de hidrocarburos. Sin embargo para hacerlos competitivos frente a los
surfactantes quimicos, se tiene que optimizar y disminuir los costos de su
produccion, lo cual se puede lograr utilizando sustratos econdmicos o bien
residuales (Patel et al., 2015).

2.3 Surfactantes o Tensoactivos

Los surfactantes o tensoactivos son moléculas anfifilicas, con un extremo hidrofilico
y otro hidrofébico, que le permiten interactuar en las interfases de fluidos con
diferentes grados de polaridad como son los sistemas de aceite-agua, agua-aire
(Stoyanov et al., 2003). Sus efectos en estos sistemas provocan la reduccién de la
tension superficial en agua desde 72 mN/m hasta 26 mN/m (Gautam et al., 2006).
Los surfactantes también pueden tener efecto emulsificante, humectante, entre
otros. Estas actividades tensoactivas dependen de la estructura quimica de estos
compuestos (Singh et al., 2007; Gautam K. et al., 2006) los cuales pueden ser de

origen sintético o bioldgico, estos ultimos denominados biosurfactantes.

Dentro de la clasificacion de los surfactantes estan los anidnicos, catiénicos y no
idnicos. De los surfactantes anidnicos, los mas importantes por su aplicacion a nivel
industrial son el lauril sulfato de sodio y el dodecil bencen sulfonato de sodio; entre
los cationicos, los mas importantes son los derivados de las sales de alquil trimetil
amonio. Los alquil fenol etoxilatos son los tensoactivos no idnicos mas ampliamente

usados, destacando las series del triton y el tergitol (Evans y Furlong, 2003).



En lo concerniente a los biosurfactantes, la parte hidrofilica consiste generalmente
de alguna de las estructuras siguientes: aminoacidos, péptidos anidnicos o
cationicos y carbohidratos; la parte hidrofébica regularmente esta constituida de

acidos grasos saturados o insaturados.

2.3.1 Biosurfactantes o Biotensoactivos

Los biosurfactantes o biotensoactivos son compuestos anfifilicos producidos por
diversos microorganismos, entre ellos bacterias, hongos filamentosos y levaduras.
Estos compuestos comprenden una gran variedad de estructuras quimicas como
son los glicolipidos, lipopéptidos, acidos grasos, complejos de proteina-polisacarido,
péptidos, glicopéptidos, fosfolipidos y lipidos naturales (Singh et al., 2007; Ron et
al., 2001; Mulligan, 2005).

Los microorganismos sintetizan a los biosurfactantes por varias razones entre ellas:

e Cuando la fuente de carbono es parcialmente soluble o insoluble en agua
como hidrocarburos, lipidos, aceites, farmacos, estan obligados a sintetizar
moléculas con propiedades tensoactivas que favorezcan la solubilizacion de
los sustratos insolubles facilitando su disponibilidad para el crecimiento,
mantenimiento y actividad de los microorganismos (Francy et al., 1991;
Morikawa et al., 1993, Zeng et al., 2005).

e Adherencia y liberacion de células en superficies. Esta es una de las mas
importantes estrategias de supervivencia de los microorganismos, debido a
la presencia de biosurfactantes en la parte externa de la membrana o pared
celular. Los biosurfactantes son responsables de regular las propiedades de
la superficie celular, promoviendo la adherencia o liberacion de las células de
sitios especificos de acuerdo a sus necesidades nutricionales o para evadir
ambientes desfavorables (Rosenberg et al., 1999; Kearns y Losick, 2003;
Lang y Wullbrandt, 1999).
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Movilidad microbiana. También se ha mencionado que pueden estar
involucrados en la movilidad microbiana, ya que si el microorganismo
productor se encuentra en la interfase, estos compuestos pueden reducir la
tension interfacial y favorecer el movimiento en la busqueda de ambientes
nuevos para el crecimiento, reproduccion y colonizacion (Lang y Wullbrandt,
1999).

Facilitar el transporte de hidrocarburos a nivel de membrana, funcion

atribuida a los biosurfactantes del tipo glicolipido ligados a membrana celular.

Actividad antibiotica, que les brinda una mayor oportunidad de supervivencia
en nichos con una alta competitividad por nutrientes (Lin y Lin, 1998) y que
ha sido demostrada para varios biosurfactantes, principalmente los
lipopéptidos y glicolipidos. Ejemplos de éstos biosurfsctantes son los
ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosa y la surfactina de Bacillus subtilis,
los cuales presentan actividad como antibioticos, o que les permite
solubilizar los principales componentes de las membranas celulares de otros
microorganismos y les brinda una mayor oportunidad de supervivencia en
nichos con una alta competitividad por nutrientes; asi como de la inhibicién
de la unién de otros microorganismos a las interfases donde se encuentran
colonias productoras ya establecidas (Ron y Rosenberg, 2001; Supaphol et
al., 2011).

Debido a las caracteristicas y funciones descritas para los BS, estas moléculas son
atractivas para la industria de extraccion de petréleo, ya que pueden reducir la
tension superficial e interfacial, aumentar la solubilidad y movilidad de compuestos
organicos hidrofébicos o insolubles, como los hidrocarburos del petréleo (Lazar et
al., 2007; Youssef et al., 2007). Aunque su utilizacién futura puede depender de su
costo de produccién (Jiménez et al., 2010). Algunos estudios demuestran que

pueden ser producidos a partir de la fermentacion de sustratos renovables baratos
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o de tipo residual, proporcionando una tecnologia competitiva técnica vy

economicamente factible (Nitschke et al., 2005; Muller et al., 2012).

La mayoria de los microorganismos producen biosurfactantes aniénicos, como los
ramnolipidos, o neutrales (Madsen et al., 2015), solo unos pocos son cationicos,

como aquellos que tienen grupos amino (Mulligan et al., 2001).

2.3.2 Ventajas de los biosurfactantes

Comparados con los surfactantes sintéticos, los biosurfactantes presentan muchas
ventajas, entre ellas su alta actividad de superficie, baja toxicidad, biodegrabilidad,
tolerancia a condiciones extremas de pH, temperatura y condiciones salinas, entre
otras (Banat et al., 2000; Singh et al., 2007). Las principales ventajas de los

biosurfactantes son:

e Tienen amplia variedad de estructuras quimicas con diferentes grupos
funcionales que le confieren mecanismos de accion especificos (Kosaric,
1992).

e Son eficientes solubilizando compuestos hidrofobicos y disminuyendo su

tension superficial e interfacial (Jiménez et al., 2010; Yin et al., 2008).

e Algunos de los biosurfactantes han mostrado que son estables a condiciones
extremas por lo que se pueden utilizar a temperaturas, salinidades y
presiones altas que se tienen en los yacimientos petroleros (Ibrahim et al.,
2013).

e Los BS no solamente tienen aplicacién en la industria petrolera, sino que
también son de gran utilidad en las industrias farmacéutica, cosmética y de

alimentos, entre otras (Abalos et al., 2001).
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e Los biosurfactantes pueden ser producidos a partir de fuentes de carbono
economicas y residuales, lo que hace mas rentable su producciéon y por lo
tanto su aplicacion dentro de la tecnologia de MEOR (Makkar y Cameotra,
2011).

e Los biosurfactantes tienen alta biodegrabilidad, que los hace mas amigables
con el ambiente, por lo que también son utilizados en biorremediacion de

suelos (Urum et al., 2006).

¢ Muchos de los biosurfactantes en comparacion con los sintéticos presentan

baja toxicidad o nula toxicidad (Christofi e lvshina, 2002).

e Los BS han demostrado eficacia similar a la de los tensoactivos sintéticos
pero a mas baja concentracion, ya que tienen concentraciones micelares
criticas (CMC) de 1-2000 mg/L (Santos et al., 2016).

Estas ventajas hacen que los BS sean candidatos potenciales para remplazar a los
tensoactivos quimicos en el futuro en diversas aplicaciones (Banat et al., 2010;
Nitschke et al., 2005; Gautam y Tiagy 2006).

2.3.3 Aplicaciones de los biosurfactantes

Los biotensoactivos o biosurfactantes tienen aplicaciones potenciales en una gran
variedad de sectores (ambiental, medicinal, etc.), asi como en la industria petrolera,
alimentaria, cosmética, farmacéutica, agricola, textil, de plasticos pinturas y
papelera (Rahman y Gakpe, 2008). Lo anterior debido a las multiples propiedades
de los BS, ya que pueden actuar como agentes humectantes (adsorcion en la
interfase liquido-sdlido), espumantes (interfase liquido-gas), estabilizadores de
emulsiones o micro emulsiones (interfase liquido-liquido), dispersantes,
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impermeabilizantes, en detergencia, germicidas, insecticidas, engrasantes o

desengrasantes, en el tefido, suavizantes o lubricantes, entre otros (Singh et al.,

2007).

Dentro de la industria petrolera, podemos encontrar aplicaciones potenciales de los

BS, como es la tecnologia de recuperacion de hidrocarburos via microbiana que

provocan un descenso significativo en la tension superficial e interfacial (De Lima et

al., 2009). Ademas, los BS han sido aplicados en procesos de biorremediacion de

sitios contaminados con hidrocarburos, ya que incrementan su biodisponibilidad y

biodegrabilidad (Banat et al., 2008; lvshina et al., 1998). Otras aplicaciones

relacionadas incluyen movilizacion y limpieza de aceites en tanques de

almacenamiento (Banat et al., 2010; Sen, 2008). En la tabla 2.1 se muestra algunas

aplicaciones de los biosurfactantes en la industria petrolera.

Tabla 2.1 Aplicaciones comunes de los biosurfactantes en la industria petrolera.

Proceso

Aplicacién

Extraccion

Transportacion

Tanques de Aceite/

Limpieza de contenedores

Cambios de mojabilidad de la roca de yacimiento
Reduccion de la viscosidad del aceite

Emulsificacion de lodos aceitosos en perforacion de
pozos

Dispersion de hidrocarburos con desplazamiento facil
del aceite

Reduccion de la viscosidad del aceite

Estabilizacion de emulsiones de aceite

Control en el depdsito de parafinas y asfaltenos
Desemulsificacion de emulsiones de aceite/agua
Reduccion de la viscosidad del aceite

Emulsificacidon de lodos aceitosos en perforacién de
pozos

Dispersiéon de hidrocarburos con desplazamiento facil
del aceite

(Modificado de Silva et al., 2014).
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2.3.4 Clasificacion biosurfactantes

Los biosurfactantes son moléculas que tienen diversas estructuras quimicas (Tabla
2.2) y pueden ser de bajo y alto peso molecular. Los compuestos de bajo peso
molecular son generalmente lipopéptidos, glicolipidos, aminoacidos modificados y
acidos grasos, mientras que los de alto peso molecular son polimeros extracelulares
compuestos por polisacaridos, lipopolisacaridos, proteinas, lipoproteinas o una

mezcla compleja de estos biopolimeros (Rosenberg y Ron, 1999; Singh et al., 2007).

Tabla 2.2 Clasificacion y origen de diferentes biosurfactantes (Raiger et al., 2009)

Tipo de Organismos que lo Parte Parte
biosurfactante producen hidrofébica hidrofilica
Ramnolipidos Pseudomonas Acido 3-b- 1 0 2 moléculas

aeruginosa, P. sp., hidroxidecandico = de ramnosa

Serratia rubidea

Trehalolipidos Arthrobacter paraffineus,  Acido C6-C6’ Trehalosa
Corynebacterium sp., micolico
Mycobacterium sp.,
Rhodococus erythropolis,
Nocardia sp.

Soforolipidos Candida apicola, C. Acido3- Soforosa
bombicola, C. lipolytica, C. hidroxiacido

bogoriensis
Celobiolipidos Ustilago maydis Acido graso Celobiosa
Lipidos polioles Rhodotorula glutinus, Acido graso Polioxipropilen-
Rhodotorula graminus glicol
Diglicosil- Lactobacillus fermentii 2 acidos grasos di-hidrato de
diglicéridos carbono+

glicerol
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Tabla 2.2. Continuacién... Clasificacion y origen de diferentes biosurfactantes.

Tipo de Organismos que lo Parte Parte
biosurfactante producen hidrofébica hidrofilica
Lipopolisacaridos Acinetobacter Compuesto Oligosacarido+

calcoaceticus (RAG1), alifatico de péptido

Artrofactina
Liquenisina A,
Liquenisina B
Surfactina
Viscosina

Ornitina, lisina

Fosfolipidos

Sulfonilipidos

Acidos grasos (4c.

corinomicolico,

espiculispoérico,

etc.)

Alasan

Estreptofactina

Pseudomonas sp.,
Candida lipolytica
Arthrobacter sp.

Bacillus licheniformis

B. subtilis, B. pumilus

P. fluorescens

Thiobacillus thiooxidans,
Streptomyces sioyaensis,

Gluconobacter cerinus

Acinetobacter sp.
T. thiooxidans,
Corynebacterium
alkanolyticum
Capnocytophaga
sp.,Penicillium

spiculisporum,

Corynebacterium lepus,

Arthrobacter paraffineus,

Talaramyces

trachyspermus, Nocardia

erythropolis
Acinetobacter

radioresistens

Streptomyces tendae

cadena larga

Hidroxiacido

Hidroxiacido

Hidroxiacido
Hidroxiacido
Compuesto
alifatico de
cadena larga
Acido graso

Acido graso

Acido graso

Péptido ciclico

Péptido ciclico

Péptido ciclico
Péptido ciclico
Grupos amino y

grupos acido

Grupo fosfato

Grupo sulfonilo

Complejo de proteinas y

polisacaridos anionicos de PM

aprox. 1x108

Proteina hidrofébica de alto peso

molecular
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Tabla 2.2. Continuacién... Clasificacion y origen de diferentes biosurfactantes.

Tipo de Organismos que lo Parte Parte
biosurfactante producen hidrofébica hidrofilica
Surfactantes Acinetobacter sp. HO1-N. | Vesiculas extracelulares
particulados P. marginalis Células bacterianas completas
P. maltophilla Hidrofobicidad en su superficie
Biosur PM Complejo de proteinas (50%) y

polisacaridos (12 a 15%)

2.3.5 Costos de biosurfactantes

Los biosurfactantes tienen propiedades para diversas aplicaciones y por criterios
ecolégicos pueden ser los principales productos en su campo; sin embargo, todavia
se esta trabajando para que sean lideres en el mercado, ya que el costo de
produccion de BS es un factor limitante para su elaboracion a gran escalan (Sekhon
et al., 2014). Actualmente son pocas las compafias en el mundo que producen

biosurfactantes a gran escala (Tabla 2.3).

Con el fin de obtener mayores beneficios a escala comercial se requiere contar con
materias primas baratas, ademas se debe considerar parametros claves para hacer
cualquier producto econémicamente factible. La optimizacion de procesos, se
encuentran entre los principales impulsores. El tiempo de cultivo y la reduccion del
costo del sustrato para la fermentacién son opciones viables para producir BS

econdmicamente rentables.
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Tabla 2.3 Costo del biosurfactante por litro de solucién (diluido a la CMC) basado
en el calculo de costos realizado por Connolly et al. (2010).
TS CMC Costo
(mMN/m) (mg/L) (US$/L)

Biosurfactante Origen Compaiiia

Ramnolipido BioFuture Ltd.

BioFuture 28 800 0.03
bacteriano Dublin
Cleveland
Cascara de
Citrasolv . Biotech Ltd., 30 9000 0.01
naranja
Teesside
Bacteria Ecochem Ltd.,
EC601 29 2000 0.30
ramnolipida Canada
Consorcio de Ecochem Ltd.
EC1800 28 400 0.01
bacterias Canada
Enzyme
Bacteria
Petrosolv Technologies 34 2000 0.01
desconocida
Inc., USA
Corteza de la
Saponin Sigma UK 45 1000 0.64
planta

En el caso de los ramnolipidos, existe una presentacion comercial de Sigma-Aldrich,
cuyo precio de mercado es de US$227/10 mg y otra de la compainia AGAE
Technology con costo de US$200/10 mg. Los ramnolipidos tienen aplicaciones
favorables en diversos sectores y si se logra hacerlos econédmicamente factibles

pueden ser una opcién viable para el mercado de compuestos tensoactivos.

2.3.6 Microorganismos productores de biosurfactante

Existen numerosos microorganismos capaces de producir biosurfactantes utilizando
diversos componentes del petréleo, asi como otros compuestos mas simples como

unica fuente de carbono o de tipo aceitoso, muchos de estos microrganismos han
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sido reportados utilizando una amplia variedad de sustratos para su crecimiento y

produccion del BS (Tabla 2.4).

Tabla 2.4 Microorganismos productores de biosurfactante con diferentes sustratos

como fuente de carbono (Banat et al., 2014).

Microorganismo

Sustrato renovable utilizado

Tipo de biosurfactante

Acinetobacter

Acinetobacter calcoaceticus
Bacillus subtilis

B. subtilis ATCC 21332; B.
subtilis LB5

B. subtilis

B. subtilis

Bacillus sp.

Bacillus subtilis ATCC 21332
B. subtilis

B. subtilis NB22

B. subtilis (bacteria
recombinante)

B. subtilis NB22

(recombinante)
Candida antarctica, C. apicola

C. bombicola
C. bombicola ATCC 22214
C. lipolytica 1055 and 1120

C. bombicola

C. bombicola ATCC 22214

. bombicola

O

C. lipolytica

Fuentes renovables

Aceites de jabdn

Melaza

Agua del proceso de la harina
de yuca

Papa de yuca

Desechos de papa

Aceite lubricante

Desechos de papa
Hidrolizado de turba

Fermentacion en estado sélido

Residuos de solidos

Salvado de trigo

Desechos de refineria de
petréleo

Grasa animal

Aceite de maiz turco y miel
Aceite de babasu

Medio a base de melaza de
soya

Aceite de suero y colza
Aceite de canola

Residuo industrial

Polimeros con actividad
superficial
Expolisacarido

Surfactina
Lipopéptido

Surfactina

Surfactina

Lipopéptido

Surfactina

Surfactina

Péptido antibidtico de iturina
Surfactina antibiotico

lipopéptido

Lipopétido-surfactina

Glicolipidos

Soforolipido
Soforolipidos

Bioemulsificador
Soforolipidos

Soforolipido
Biosurfactante

Biosurfactante
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...Continuacion Tabla 2.4 Microorganismos productores de biosurfactante con diferentes

sustratos como fuente de carbono.

Microorganismo Sustrato renovable utilizado Tipo de biosurfactante
Candida sp. SY16 95 45 Aceite de soya Lipido de manosileritritol
Desechos de refineria de . .
Levadura Glicolipidos
petroleo

Entre los microorganismos mas estudiados y utilizados para la produccion de
biosurfactantes se encuentra Pseudomonas aeruginosa (Mulligan, 2005; Desai y
Banat 1997). En la literatura se reporta que Pseudomonas es una bacteria Gram-
negativa, que ha cobrado un gran interés debido a que posee la capacidad de
degradar eficazmente una gran cantidad de diferentes hidrocarburos, ademas de
excretar una mezcla de biosurfactantes de tipo glicolipidos, especificamente
ramnolipidos (Pacwa-Ptociniczak et al.,, 2011; Palleroni, 1981). Este
microorganismo ha sido ampliamente estudiado bajo condiciones de laboratorio.
Esta bacteria produce dos formas de glicolipidos, una contiene una molécula del
azucar ramnosa (monoramnolipidos) y la otra tiene dos moléculas (diramnolipidos)
(Figura 2.1), estos azucares estan ligados por un enlace glicosidico a una molécula
de B-hidroxidecanoil-B-hidroxidecanoato unida a un &acido graso (acido o-
hidroxidecanoico) (Abbasi et al., 2013) . La molécula anfipatica del ramnolipido esta
compuesta por dos regiones, la region hidrofilica o polar compuesta del carbohidrato
(ramnosa) y la region hidrofobica o no polar constituida de la cadena hidrocarbonada
de longitud variable (acidos grasos saturados e insaturados) (Desai & Banat, 1997).
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Figura 2.1 Representacion molecular de mono-ramnolipidos (a) y diramnolipidos

(b) producidos por Pseudomonas aeruginosa (Lovaglio et al., 2011).

El papel de los ramnolipidos sobre P. aeruginosa no es claro, sin embargo, se ha
mencionado, que esta bacteria usa estos biosurfactantes para solubilizar sustratos
hidrofébicos como los hidrocarburos y aceites vegetales. Otra de sus funciones es
que estos biosurfactantes pueden participar en la motilidad celular y en la resistencia

natural de la bacteria a metales (Ochsner et al., 1994).

Por otro lado la producciéon de ramnolipidos se ve afectada por una gran cantidad
de factores nutricionales y de cultivo (Sonali et al., 2011), entre las que ademas
destacan la fuente de nitrégeno, la relacién C/N, la concentracion de Fe y Mg y la
temperatura de incubacién (Robert et al., 1991). En algunos trabajos se ha
observado que la produccion de ramnolipidos es estimulada bajo condiciones
limitadas de nitrégeno, lo cual induce estrés celular y conlleva a una perturbacién
de la estructura de la membrana, con la liberacion extracelular de ramnolipidos

(Abbasi et al., 2013). También puede inducir a la produccion de BS un exceso en la
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fuente de carbono (Guerra-Santos et al., 1984). Debido a esto existen estudios que
se han enfocado en la optimizacion de medios de cultivo evaluando diferentes
fuentes de carbono y nitrégeno, asi como niveles de concentracion, con el propdésito
de mejorar la produccién de biotensoactivos (Santa Anna et al., 2002, Rashedi et
al., 2005). En estos trabajos se ha encontrado que la fuente de nitrégeno para
incrementar la produccion de BS son los nitratos. En lo referente a la fuente de
carbono, se ha reportado que la produccion de ramnolipidos por el género
Pseudomonas es estimulada por diferentes tipos de sustratos insolubles, los cuales
van desde hidrocarburos alifaticos y aromaticos hasta aceites de origen vegetal
(Rashedi et al., 2005).

Los ramnolipidos han ido ganando cada vez mas popularidad como alternativas
ambientales mas amigables y eficientes respecto a los tensoactivos sintéticos , ya
que poseen excelentes propiedades fisico-quimicas como son reduccion de la
tensién superficial del agua de 72 mN/m hasta valores dentro del rango de los 30 a
25 mN/m, la disminucién de la tension interfacial de agua/aceite que va desde los
43 mN/m hasta valores cercanos o inferiores a 1 mN/m (Nitschke et al., 2005; Amani
et al., 2013; Abalos et al., 2001). Ademas, estos BS presentan en estado puro una
CMC que va desde 50 a 2000 mg/L, la cual depende de la composicion quimica de

las diferentes especie (Sanchez et al., 2006; Mata-Sandoval et al., 2001).

2.4 Factores que afectan la produccion de biosurfactantes

Los principales factores que afectan la sintesis del biosurfactante pueden ser los
nutricionales (fuente de carbono y nitrégeno, cationes, etc.), asi como las
condiciones de cultivo (temperatura, pH, agitacion y disponibilidad de oxigeno y
aireacion). Estos parametros interfieren en el crecimiento y actividad celular, lo cual
modifica la cantidad y tipo de biosurfactante producido (Toledo et al., 2008; Desai y
Banat, 1997).
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2.4.1 Fuente de carbono

La fuente de carbono influencia las rutas de sintesis de BS, en la mayoria de los
casos, la adicion de sustratos inmiscibles en agua, como alcanos y otros tipos de
hidrocarburos, promueve la produccion del biotensoactivo. Un efecto de la fuente
de carbono en el biosurfactante producido fue observado por Robert et al. (1989)
utilizando como fuentes de carbono glicerol, manitol, aceite de oliva, fructosa,
succinato y piruvato con P. aeruginosa 44T1 produciendo ramnolipidos con
reducciones de la tension superficial del medio de 72 mN/m hasta 28.4 a 32.9 N/m,
donde observd que el mejor sustrato fue aceite de oliva con una produccion de
ramnolipidos de 7.65 g/L. Otras fuentes de carbono utilizadas para la produccién de
biotensoactivos por P. aeruginosa han sido aceite de soya, n-hexadecano, aceite
de maiz, efluentes de la produccion de aceite de girasol y etanol entre otras (Haba
et al., 2000, Nitschke et al., 2005). Kim et al. (2006) con Candida sp. SY16 produjo
glicolipidos que reducen la tensién superficial hasta 30 mN/m al cultivarse con aceite
de soya.

De las fuentes de desecho que se han utilizado para la produccién de
biotensoactivos destacan los que provienen de residuos agricolas y/o industriales
como desechos de procesos de destilacion, sueros de la industria lactica, cascaras
de citricos, aceites gastados de cocina, entre otros (Pacwa-Ptociniczak et al., 2011).
La reutilizacion de desechos como fuente de carbono para la produccién de BS
favorece un costo de produccibn mas bajo y representa una alternativa a la
problematica ambiental generada por la disposicion de los mismos (Makkar y
Cameotra, 2011).

Existen varios microorganismos que utilizan una amplia variedad de compuestos
organicos como fuentes de carbono y energia. EI microorganismo Pseudomonas es
un ejemplo de éstos, ya que tiene una gran versatilidad nutricional, por lo que es
capaz de degradar una gran cantidad de compuestos organicos simples y complejos
(Abirami et al., 2015). Esta bacteria basa gran parte de su alimentacién en carbono,

siendo capaz de degradar rapidamente compuestos que contengan carbono, como
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el aceite gastado de cocina, al someterse a un medio donde éste ultimo sea la fuente

principal de carbono (Rahman et al., 2002).

2.4.1.1 Aceite gastado de cocina

Los aceites gastados de cocina (AGC) en la actualidad son una de las causas de
contaminacion de las aguas residuales urbanas, ya que por lo general una vez
utilizados, se vierten por el drenaje, contaminando el medio ambiente, produciendo
atascos y malos olores en las caferias y una gran cantidad de problemas
ambientales (Boatella et al., 2000). Estos residuos hacen que la depuracion de las
aguas sea mas costosa, ademas de dificultar el normal funcionamiento de las
depuradoras o plantas de tratamiento. En el caso de no haber una total depuracion
o eliminacion de estos aceites residuales, se contaminan las cuencas internas, el
mar y los acuiferos, interfiiendo en la vida natural y degradando el entorno.
Ademas, el aceite en el agua facilita la proliferacion de microorganismos
perjudiciales para la salud (REOIL, 2014).

Por otro lado la produccion de biosurfactantes esta limitada, por el costo de las
fuentes de carbono que se usan como materia prima. Por lo que el uso de aceites
residuales como fuente de carbono para la produccion de biosurfactantes puede ser
una alternativa viable, eliminando un problema ambiental y aportando un producto

con valor agregado (Makkar y Banat, 2011).

2.4.2 Factores ambientales y condiciones de crecimiento.

Los factores ambientales y condiciones de crecimiento que afectan la sintesis de
los biosurfactantes son temperatura, pH, agitacion, disponibilidad de oxigeno vy
aireacion. De todos estos factores, es de importancia para este estudio la evaluacion

de la temperatura y la cantidad de oxigeno en los sistemas de cultivo para el
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desarrollo de los microorganismos. Debido a que como se menciono anteriormente
la aplicacion de este tipo de tecnologia va dirigida a yacimientos petroleros donde
generalmente se tienen altas temperaturas y la presencia y disponibilidad de

oxigeno es casi nula.

La mayoria de las investigaciones describen la produccion de biosurfactantes por
microorganismos en ambientes moderados, sin embargo pocos son los que
estudian la produccion de éstos en condiciones extremas, especialmente ambientes
termofilicos, psicrofilicos y halofilicos (Cameotra y Makkar, 2004). Los
microorganismos extremdfilos y sus metabolitos son de interés porque tienen

numerosas aplicaciones industriales, médicas y ambientales.

De aqui que surja la necesidad de contar con microorganismos que sean capaces
de funcionar en condiciones extremas. Sin embargo también se ha demostrado que
los biosurfactantes producidos a condiciones moderadas o mesofilicas, tienen
estabilidad a condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad (Darvishi et al.,
2011)

2.4.2.1 Oxigeno

El oxigeno es un requisito nutricional esencial para la mayoria de los seres vivos
entre ellos los microorganismos aerobios, dada su dependencia con el proceso de
respiracion aerdbica para la generacion de energia y para la movilizacion de
carbono en la célula (Madigan et al., 2008). Se considera que parte del sustrato
consumido por el microorganismo es oxidado y convertido en COz, utilizando el Oz
como aceptor de electrones en la cadena respiratoria, pero también se producen
otros metabolitos (Youssef et al., 2007). Por lo tanto la medicién del CO2 se puede

utilizar como una medida indirecta del crecimiento y de la actividad microbiana.
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En algunos trabajos se ha evaluado el efecto de la aireacion o anaerobiosis sobre
la produccién de biosurfactantes. Yakimov et al. (1995) analizaron la produccion de
biosurfactante por Bacillus licheniformis cultivado en condiciones aerobias vy
anaerobias. En comparacion con el cultivo anaerobio, el cultivo aerobio se
caracterizé por un mayor crecimiento del microorganismo y la tension superficial
disminuyd, alcanzando un minimo de 28.3 mN/m. Durante las diferentes fases del
crecimiento, la tensidn superficial del cultivo anaerobio tuvo un comportamiento
similar a la de los cultivos aerobios, pero sus valores minimos de tension superficial
fueron de aproximadamente 35 mN/m. En otros trabajos se ha demostrado que la
agitacion y la aireacidon son parametros importantes para el crecimiento celular y la
produccion de biosurfactante para la levadura Yarrowia lipolytica, microorganismo
aerobio estricto (Cardoso et al., 2010). Lo que implica que la presencia o ausencia
de oxigeno en los sistemas afecta la produccion de biosurfactantes dependiendo
del microorganismo productor. Ademas, Chayabutra et al. (2001) determinaron que
la produccion de ramnolipidos a partir de Pseudomonas aeruginosa es mayor en
condiciones aerobias que desnitrificantes, pero la biosintesis mediante
desnitrificacion podria ser una ruta factible debido a la menor generacion de espuma

en el cultivo.

La agitacion y aireacion influyen en la produccion de biosurfactantes (Abushady et
al., 2005), ya que facilitan la transferencia de oxigeno de la fase gas a la fase
acuosa, para el crecimiento, la actividad celular y la produccion de biosurfactantes.
Esto ultimo, también puede estar relacionado con la funcion fisiolégica del
emulsionante microbiano, ya que se ha sugerido que la produccion de
bioemulsionantes puede mejorar la solubilizacion de sustratos insolubles en agua y
en consecuencia, facilitar el transporte de nutrientes para los microorganismos
(Okoliegbe y Agarry, 2012).

Adamczak y Bednarski (2000) utilizando Candida antarctica en un reactor tipo
tanque agitado probaron 3 flujos de aire de 1, 2 y 4 vwm (volumen de aire por

volumen de liquido por minuto) y agitacién de 100 a 500 rpm. En este trabajo
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observaron que la mejor produccién de biosurfactante se obtenia con un flujo de
aire fue de 1 vwvm y la concentracion de oxigeno disuelto se mantenia al 50% de
saturacién, obteniendo 28 g/L de BS, logrando disminuir la tension superficial del
agua hasta 35 mN/m. Sin embargo, al cambiar la tasa de flujo de aire a 2 vvm, se
provocaba la formacién de espuma y la produccion de biosurfactante disminuia en

un 84% demostrando la influencia de la aireacion en la produccion del BS.

2.4.3 Temperatura

La temperatura de incubacion, ha mostrado un efecto importante en todas las
investigaciones efectuadas sobre la produccion de biosurfactantes en diversas
especies bacterianas (Syidatk, 1987). Ademas, debe considerarse que los sistemas
enzimaticos presentan una temperatura éptima en la cual se consigue un maximo

rendimiento de los mismos.

La mayoria de las producciones de biosurfactante estan reportadas para ser
realizadas en un intervalo de temperaturas de 25-30 °C, pero para cepas como la
A. paraffineus y Pseudomonas sp. DSM-2874, este intervalo de temperatura ha
causado alteracién en la composicidon del biosurfactante producido (Desai y Banat,
1997). Robert et al. (1991) reportaron que Pseudomonas aeruginosa es capaz de
crecer en temperaturas que abarcan desde los 26 °C hasta los 42 °C; sin embargo
indican que la temperatura donde se produce mejor la formacién de biosurfactante
es a 37° C, mientras que la temperatura 6ptima de crecimiento es a 27° C. Por lo
tanto, la temperatura 6ptima para el crecimiento de Pseudomonas y produccién de

algun metabolito de interés, no necesariamente corresponden a la misma.

En otros trabajos con este mismo microorganismo se ha observado que la
produccion de biosurfactantes es mejor a 30 °C (Benicasa et al., 2008). Yateem et

al. (2002) reportan que a 35 °C dos especies de Pseudomonas alcanzan su maximo
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de crecimiento y produccion de biosurfactante. En otro estudio utilizando
Pseudomonas putida, se alcanzo la maxima concentracion de biomasa y produccion
de biotensoactivo a pH entre 6.4 y 7.2 y temperatura entre 30 y 40 °C. Sefalando
que el rendimiento de BS mas alto se presenta en la etapa de estado estacionario,
sugiriendo que el biotensoactivo es un metabolito secundario (Pruthi y Cameotra,
2003).

Por todo lo anterior se puede observar que es necesario evaluar el efecto de la
temperatura sobre el crecimiento y producciéon de biosurfactante con cada

microorganismo.

2.5 Produccion de biosurfactantes a nivel reactor

La produccion de BS es atractiva para su aplicacion en la tecnologia de
recuperacion de petréleo via microbiana. Es por ello que en el presente estudio se

ha trabajado en llevar a cabo la produccién del BS a nivel reactor.

La mayoria de los trabajos reportados sobre produccion de biosurfactantes con
microorganismos se han realizado en reactores tipo tanque agitado (Mercadé et al.,
1993; Benincasa et al.,, 2008; Guerra-Santos et al., 1984). A pesar de que este
modelo de fermentador no es el mas econémico de instalar ni de operar, sigue
siendo el mas utilizado desde los ultimos treinta afios. La razén de su éxito reside
en su gran versatilidad para ser usado a cualquier escala de produccién y para un

gran numero de procesos sin modificaciones del disefio.

El biorreactor de tipo tanque agitado consiste en un cilindro vertical que posee varios
deflectores para prevenir la formacion de turbulencia durante la agitacion. El aire
estéril penetra por la base del reactor, a través de un distribuidor circular. El eje

vertical lleva una o varias hélices en funcion de la relacién altura/diametro. Este tipo
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de reactores permite tener homogeneidad en el sistema, tanto por la agitacion como
por la aireacién, logrando una mezcla adecuada y buena transferencia del oxigeno
del aire al microorganismo, ademas de contar con control de temperatura para

mantener las condiciones Optimas de crecimiento.
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3. ANTECEDENTES

Los biosurfactantes por sus propiedades han adquirido gran importancia y alta
demanda para su aplicacién en diferentes industrias. Sin embargo, para que puedan
competir econdmicamente con tensoactivos sintéticos se necesita producirlos a bajo
costo, ya sea utilizando fuentes de carbono baratas o residuales o desarrollando
procesos economicos para obtener un mayor rendimiento. La optimizacion de las
condiciones de cultivo es una tarea que deberia ser investigada para lograr la

maxima produccion de biosurfactantes (Makar y Cameotra, 2011).

Varios autores han estudiado la produccién de biosurfactantes por Pseudomonas
aeruginosa utilizando sustratos comerciales y residuales a nivel reactor. En la Tabla
3.1 se muestran algunos de estos trabajos y las condiciones de cultivo a las cuales

fue evaluada la produccion de BS con este microorganismo
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Tabla 3.1 Produccion de BS a nivel reactor.

Microorganismo Sustrato Condiciones de crecimiento Tiempo 6ptimo de Parametros Referencia
produccion evaluados
Pseudomonas Aceite de Soya 30°C, Bioreactor Tanque 200 h C max: 20.9 g/L Tayebe et al.,
aeruginosa MR0O1 agitado de 50 L, 250 a 300 2013
rom, 0.5a 1 vwm
Pseudomonas Aceite de 38 °C, Bioreactor de 3 L, OD 132 h C max: 8.6 Thavasi et
aeruginosa AT10 cacahuate 8.0 mg/L mg/mL al., 2011
Pseudomonas Glicerol 30 °C, Microbiorreactor de 1.5 16 h TS 27.9 mN/m Rahaman
aeruginosa DS10-129 mL, 400 rpm AE24: 71.30%. etal., 2010
Pseudomonas Aceite de 37°C, Bioreactor Tanque 90 h C max: 39 g/L Muller et
aeruginosa PAO1 girasol agitado de 30 L, 150 rpm , OD: al., 2010
min 5% ,0.1 L/(L min) y 3.3 L/(L
min)
Pseudomonas Diesel Bioreactor de Lote Alimentado 48 h con TS 24.4 mN/m Nur et al.,
aeruginosa USM-AR2 de 2.5L, OD: 30% intervalos de C max: 3.13 g/L 2012
alimentacion de
12 h
Pseudomonas Diesel Bioreactor con sistema 192 h C max: 2.93 g/L Salwa et
aeruginosa USMAR-2 fraccionador de espuma de 3 L, al., 2011
500 rpm, 0.5 vvm
Pseudomonas Aceite de soya 30°, Bioreactor Tanque agitado 54 h TS 26 mN/m De Lima et
aeruginosa PACL residual de 6y 10 L, 550 rpm, 0.5 vvm C max: 3.3 g/L al., 2008
Aceite de soya AE24: 100%
nuevo

31



...Continuacién Tabla 3.1 Produccion de BS a nivel reactor.

Microorganismo Sustrato Condiciones de crecimiento Tiempo 6ptimo Parametros Referencia
de produccion evaluados
Pseudomonas Glucosa y Bioreactor Tanque agitado de 48 h TS 25.6 mN/m Borges et
aeruginosa ATCC levadura 1.5 L, 600 rpm, 1.2 vwvm C max: 5.37 g/L al., 2015
residual AE24: 100%
Pseudomonas sp Efluente de 30 °C, Biofermentador de 2 L, 150 h Cmax: 1.4 g/L Mercadé et
aceite de oliva 1000 rpm, 1 vvm TS 30 mN/m al.,1993
AE2q: 75%
Pseudomonas Glucosa 37 °C, Biofermentador de 5 L, - Cmax: 1.5g/L Guerra-
aeruginosa 2.25 L/min, 1500 rpm TS 29 mN/m Santos et
Pseudomonas Diesel 30°C, Bioreactor Tanque 54 h C max: 15.9 g/L Benincasa
aeruginosa LBI agitado de 3 L, 3 L aire/min, TS 32.9 mN/m et al., 2002
200 rpm
Pseudomonas Glucosa 33 °C, Bioreactor continuo de - C max: 2.25 g/L Reiling et
aeruginosa 50L, 0.5vvm a 1000 rpm, OD: TS 30 mN/m al.,1986
50% T10.5 mN/m
Pseudomonas Glucosa 37 °C, Bioreactor Tanque 42 h C max: 2.25 g/L Pansipart
agitado Secuencialde 3L, 0.5 CMC: 150mg/L etal., 2010

aeruginosa SP4
vvm a 1000 rpm, OD: 50%

TS 28-30 mN/m
T1 0.5 mN/m

OD: % de oxigeno disuelto Cmax: Concentracion maxima de BS obtenido TS: tension superficial, Tl: tensién interfacial, DO: oxigeno disuelto, AE24:

% de actividad emulsificante a las 24 h, CMC: concentracion micelar critica.
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4. JUSTIFICACION

Debido al aumento en la demanda energética y a la gran cantidad de crudo pesado
remanente en los yacimientos, sobre todo en México, es necesario el desarrollo de
tecnologias que permitan su maxima recuperacion. Es por ello que se ha estudiado
alternativas como el uso de microorganismos (MEOR), que producen entre otras,
biomoléculas con propiedades tensoactivas que pueden mejorar la recuperacion de
aceite pesado en los yacimientos. Para ello se requiere tener un proceso de
produccion de BS econdmicamente competitivo desarrollando bioprocesos
eficientes, incluida la optimizacion de las condiciones de cultivo y procesos de

separacion rentables para la maxima produccién y recuperacion de los mismos.

Ademas, estas biomoléculas (biosurfactantes) pueden ser generadas utilizando
aceites de desecho, disminuyendo costos de la fuente de carbono y generando

productos mas ecologicos.

En el Instituto Mexicano del Petréleo se ha desarrollado y se sigue trabajando con
la linea de investigacion referente a microorganismos productores de
biosurfactantes (Roldan et al., 2011), donde se ha utilizado a la cepa IMP-K, que

corresponde a una Pseudomonas sp.

Durante este proyecto se evalud la produccién de un biosurfactante con la cepa
IMP-K, a nivel matraz, posteriormente, se escalé su produccion a nivel reactor
utilizando dos tipos de sustratos, un aceite vegetal nuevo correspondiente a aceite

de soya (AS) y otro de tipo residual, aceite gastado de cocina (AGC).
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5. HIPOTESIS

e La cepa IMP-K es capaz de producir biosurfactante utilizando como fuente

de carbono aceite de soya nuevo y aceite gastado de cocina.

e La aireacion afecta la produccidn de biosurfactantes a nivel reactor.
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6. OBJETIVOS

6.1 General

Evaluar la capacidad de produccién de biosurfactante con un microorganismo,
utilizando dos tipos de sustratos, uno convencional “aceite nuevo de cocina” que
corresponde a “aceite de soya (AS)” y otro residual “aceite gastado de cocina

(AGC)” a nivel reactor.

6.2 Particulares

e Evaluar la capacidad productora de biosurfactante con la cepa IMP-K en
matraz utilizando dos sustratos (aceite vegetal y aceite residual)

e Evaluar el efecto de la temperatura y nivel de oxigeno en el crecimiento y la
capacidad productora de biosurfactante con la cepa IMP-K.

e Evaluar el efecto del biosurfactante producido con la cepa IMP-K sobre un
aceite mediante tension interfacial a diferentes temperaturas y salinidades.

o Determinar el efecto de la aireacién para la produccion de biosurfactante con
el microorganismo a nivel reactor

e Determinar para el mejor tiempo de produccion mediante la actividad
tensoactiva del biosurfactante producido por la cepa IMP-K a nivel reactor
utilizando dos sustratos.

e Determinar la concentracion micelar critica y concentracion del

biosurfactante producido.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la figura 7.1 se presenta la estrategia experimental para evaluar la produccion

de biosurfactante con un microorganismo.

Reactivacion del microorganismo

v

Verificacion del crecimiento del

microorganismo

Evaluacion preliminar de la produccion
de BS a nivel matraz

A\ 4

Verificacion de la pureza de la cepa
mediante observacion micro y

macroscoépica

Conservacion del microorganismo en
congelacion a -70° C

v

Cinética de produccion de
biosurfactante con AS a nivel matraz

A 4

'

Cinética de produccion de
biosurfactante con AGC a nivel matraz

v

Evaluacion del efecto del oxigeno
sobre la produccion de BS a diferentes
porcentajes de aire

\ 4

Determinacion de:
*  Tensioén superficial
* Dispersién de aceite
*  Dilucién Micelar Critica (DMC)

A 4

Determinacion del crecimiento:
*  Cuantificacion de proteinas

Cuantificacion de COz:
»  Cromatografia de gases

\ 4

|

Evaluacion del efecto de la
temperatura sobre la produccion de BS

A 4

l

Evaluacion del efecto de la aireacion
sobre la produccion de BS en reactor
tanque agitado

\ 4

A 4

Determinacion del crecimiento
+ Densidad optica

vy

\ 4

Cinética de produccion de
biosurfactante con AS a nivel reactor

Determinacion de:
*  Tensién superficial
* Dispersioén de aceite
*  Dilucién Micelar Critica (DMC)

v

Cinética de produccion de
biosurfactante con AGC a nivel reactor

\4

v

Evaluacion del efecto del BS sobre un
crudo

\ 4

Separacion parcial del BS por medio de

liofilizacion

¢ Dilucién Micelar Critica

*  Concentracion Micelar Critica
(CMC)

. Rendimiento

A 4

Extraccion y cuantificacion de sustrato con
hexano en rotavapor

\ 4

Determinacion de:
*  Tension Interfacial
+  Actividad emulsificante (AE24)

Figura 7.1 Diagrama de la estrategia experimental para evaluar la produccion de

un biosurfactante. AS: aceite nuevo de soya; AGC: aceite gastado de cocina.
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8. METODOLOGIA

8.1 Microorganismo

El microorganismo que se utilizd en este trabajo fue la cepa IMP-K, que corresponde
a una Pseudomonas sp., proveniente de una coleccion microbiana. Este
microorganismo ha sido reportado como potencial productor de biosurfactantes
(Abbasi et al., 2013; Xia et al., 2013; Kaskatepe et al., 2016).

8.1.1 Reactivacion del microorganismo

La reactivacion del microorganismo se realiz6 en medio liquido con caldo nutritivo
(CN). Los sistemas consistieron de matraces de 125 mL que contenian 50 mL de

medio de cultivo. Estos sistemas fueron inoculados con la cepa IMP-K.

En la primera siembra, el inoculo fue a partir de la cepa conservada en viales en
congelacion a -70°C con glicerol. A partir de estos cultivos se realizé una segunda
resiembra a las 24 h, en la cual se tomo6 1 mL de los cultivos anteriores y se pasoé a
un matraz con medio fresco. EI mismo proceso se repitio a las 24 horas siguientes.

Los sistemas fueron incubados a 30°C y 150 rpm.

8.1.2 Caracterizacion macroscopica y microscoépica
Para la evaluacion macroscopica el microorganismo seleccionado se crecio en cajas
Petri con agar nutritivo y a partir de este cultivo se observaron las colonias formadas,

evaluando la forma, coloracion, elevacion y consistencia.

A partir de una colonia del microorganismo se llevd a cabo una evaluacién

microscopica en fresco y con tincion de Gram (Anexo 1), y de cultivos en medio
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liquido, observando las preparaciones en el microscopio 6ptico Nikon E-800 y de

forma directa en contraste de fases, en ambos casos utilizando el objetivo de 100X.

8.2 Evaluacién preliminar de la produccién de BS

Con la cepa IMP-K se llevd a cabo una evaluacidon preliminar para conocer el
comportamiento del crecimiento y de la produccion de biosurfactante en matraz.

Con base en la bibliografia y produccién en trabajos previos de la linea de
investigacion MEOR dentro del Instituto Mexicano del Petréleo, se seleccionaron
dos fuentes de carbono para evaluar la produccion del biosurfactante. Las fuentes
de carbono fueron: aceite de soya nuevo (AS) y aceite gastado de cocina (AGC), el

cual fue obtenido de un restaurante.

La evaluacion preliminar de la produccién de biosurfactante con el microorganismo
IMP-K se llevo a cabo en matraces de 150 mL con 50 mL de medio mineral (Tabla
8.1y 8.2) y 15 mL/L de la fuente de carbono (aceite soya nuevo o aceite gastado de
cocina), ademas de 2.5 mL de inoculo. Estos sistemas fueron incubados a 30 °C y
150 rpm durante 72 h. La evaluacion de la produccion de biosurfactante se realizé
alas 0, 24, 48 y 72 h por triplicado, utilizando el sobrenadante libre de células,
mediante las técnicas de dispersion de aceite y tension superficial (Secciones
8.10.2.2 y 8.10.2.3). El crecimiento se evalu6é por cuantificacion de proteinas

(Seccién 8.10.1.2). Cada sistema y medicion se realizaron por triplicado.
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Tabla 8.1 Medio de cultivo para la produccién de biosurfactante con la cepa IMP-K.

Concentracion

Componente
(g/L)

NaNOs 4

K2HPO4 1
KH2PO4 0.5
MgS04.7H20 0.2
KCI 0.1
FeS04.7H20 0.01
CaClz 0.01
Extracto de levadura 0.01

Elementos traza en solucién  0.05 mL/L

Tabla 8.2 Composicion de la solucion de elementos traza.

Componente Concentracién (g/L)

H3BOs3 0.26
CuS04.5H20 0.5
MnSOQO4.H20 0.5

MoNa204.2H20 0.06
ZnS04.7H20 0.72

8.3 Cinéticas de crecimiento y produccion de biosurfactante

Se llevo a cabo dos cinéticas de crecimiento y produccion de biosurfactante a nivel
matraz utilizando aceite nuevo de soya (AS) para la primera cinética y aceite
gastado de cocina (AGC) para la segunda. La produccion de BS fue evaluada
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mediante las variables de dispersién de aceite, tensién superficial y dilucién micelar
critica (DMC) (Seccién 8.10.2.2, 8.10.2.3 y 8.10.2.5, respectivamente). El
crecimiento del microorganismo se determiné por cuantificacion de proteinas
(Seccion 8.10.1.2).

Para ambas cinéticas, los sistemas consistieron de matraces Erlenmeyer de 125 mL
con 50 mL de medio de cultivo y fueron adicionados con 15 mL/L del sustrato
correspondiente. Estos sistemas se inocularon con las condiciones como se
describe en la Seccion 8.2. El muestreo se realizé desde el tiempo 0 y hasta las 77

horas, a diferentes intervalos de tiempo. En cada muestreo se evaluaron 3 réplicas.

8.4 Evaluacion de diferentes parametros para la produccion de

biosurfactante

8.4.1 Evaluacion del efecto de la concentracion de oxigeno sobre el

crecimiento y produccion de biosurfactante

Una vez verificado el crecimiento y produccién de biosurfactante con ambos
sustratos, se buscé determinar el efecto de ciertos parametros que afectan la
produccion de BS. Para realizar lo anterior primero se evalué la produccion del BS
por la cepa IMP-K variando la concentracion de aire en sistemas cerrados, donde
se realizé el intercambio de atmédsfera antes de iniciar su cultivo e incubacion, de tal

manera que se tuvieran diferentes proporciones de oxigeno.

El experimento estuvo conformado por cuatro tratamientos, los cuales se realizaron
en frascos seroldgicos de 125 mL conteniendo 50 mL del medio mineral descrito en
la Tabla 8.1 y con AS como sustrato, tapados y sellados en condiciones estériles y
con las 4 concentraciones de aire mostradas en la Tabla 8.3. Para lograr los
porcentajes de aire se realizd un intercambio de atmédsferas con nitrégeno y

posteriormente con la adicion de aire estéril. El microorganismo se incubd bajo las
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mismas condiciones utilizadas en matraz (30°C y 150 rpm). Los tratamientos se

realizaron por triplicado y cada uno con dos respectivos controles sin inocular.

Los tiempos evaluados fueron 0, 24, 48, 72 y 168 h. De la atmosfera de los sistemas
se midi6é la concentracion de CO2 en el cromatégrafo de gases Gow Mac, con
detector de conductividad térmica y helio como gas acarreador. De la fase acuosa
se midio directamente la densidad optica (DO) a 620 nm para determinar la biomasa
(Seccion 8.10.1.1). Para evaluar la producciéon de BS se utilizo el sobrenadante libre
de células, al cual se le midi6 la dispersion de aceite (DA) y la tensién superficial
(TS), como se indica en las secciones Seccion 8.10.2.2 'y 8.10.2.3, respectivamente.

Todos los andlisis se realizaron por triplicado.

Tabla 8.3 Sistemas con diferentes atmosferas para evaluar el efecto del oxigeno

sobre el crecimiento y produccién de biosurfactante con la cepa IMP-K.

Sistema Aire* (%) 02(%) N2* (%)

1 0 0 100
2 25 6.7 93.3
3 50 9.7 90.3
4 100 21 79

*Se debe adicionar con jeringa, pero previo sacar el mismo volumen a adicionar, en
condiciones estériles.

8.4.2 Evaluacion del efecto de la temperatura sobre el crecimiento y

produccion de biosurfactante

Los microorganismos pueden crecer y desarrollarse en un intervalo de
temperaturas, pero generalmente tienen una temperatura Optima para su
crecimiento o bien para la produccion de algun metabolito de interés, que no

necesariamente corresponden a la misma.
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En este experimento se llevo a cabo la evaluacion de la influencia de la temperatura
sobre el crecimiento y produccion de biosurfactante con la cepa IMP-K. Se
evaluaron tres temperaturas de incubacion, 30, 40 y 50 °C. Los sistemas
consistieron de matraces de 250 mL con 100 mL de medio mineral y aceite de soya
como fuente de carbono, los cuales se colocaron en una incubadora orbital con

agitacion de 150 rpm, a la temperatura correspondiente a evaluar.

Cada sistema se realiz6 por triplicado y con sus respectivos controles sin inocular.
Se tomaron muestreos cada 24 horas, desde el tiempo 0 y hasta las 72 h, para
evaluar el crecimiento por densidad 6ptica (Seccion 8.10.1.1) y con el sobrenadante
del cultivo libre de células (Seccién 8.10.2.1) se determind la dispersion de aceite
(Seccion 8.10.2.2) y la tensidn superficial (Seccién 8.10.2.3), las cuales sirvieron

para evaluar la produccion de biosurfactante.

8.5 Evaluacion del efecto del biosurfactante sobre un aceite crudo

Una de las caracteristicas mas relevantes que presentan los biosurfactantes es su
capacidad de reducir la tensidon que existe entre las interfases agua y aceite (Amani,
2010) que se traduce en la disminucion de las fuerzas capilares, promoviendo el
aumento de la movilidad y la liberacién del petréleo residual de los yacimientos
(Bryant y Lockhart, 2002). Esta capacidad se evalu6 como disminucion de la tensién
interfacial (T1) que provoca el biosurfactante producido por la cepa IMP-K sobre un
aceite crudo proveniente de un yacimiento. Ademas, de evaluar la actividad

emulsificante (AE24) que provoca el biosurfactante sobre el hidrocarburo.

La determinacién de la Tl se realizd con la técnica de la gota pendiente en el equipo
DSA (Drope Shape Analysis) marca Kriuss (Seccién 8.10.2.4). El aceite utilizado
correspondia a un hidrocarburo pesado (Tabla 8.4). Considerando que la

temperatura del yacimiento de donde proviene este aceite es de 60° C y con una
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salinidad de 50,000 mg/L (reportada en base a NaCl), la evaluacién de la Tl y AE24
se realiz6 a dos temperaturas (30 y 60° C) y dos salinidades (sin sal y 50,000 mg/L
de NaCl), combinando estos dos parametro (Tabla 8.5) Para llevar a cabo estas
mediciones de estos parametros se utilizd el sobrenadante libre de células. El
sobrenadante de la cepa IMP-K presenta una alta turbiedad ocasionada por los
componentes presentes, entre ellos el biosurfactante, el sustrato residual y
probablemente un biopolimero que se forma. Esta turbiedad traté de disminuirse
centrifugando varias veces el sobrenadante y filtrandolo para poder medir la tension
interfacial que produce el biosurfactante de la cepa IMP-K. Cada determinacién se

realizé por triplicado con sus respectivos controles.

Tabla 8.4 Aceite utilizado en la evaluacion de la tension interfacial y sus

caracteristicas.

Parametro Valor
Densidad a 30° C (g/cms) 0.95
Densidad a 60° C (g/cm3) 0.93
Viscosidad a 30° C (mPa.s) 1799
Viscosidad a 60° C (mPa.s) 236
Gravedad API 14.85

Tabla 8.5 Sistemas donde se evaluo el efecto del biosurfactante producido por la
cepa IMP-K sobre un aceite a diferentes condiciones.

Sistema Temperatura ( °C) Salinidad (mg/L NaCl)
30 60 0 50,000
1 v v
2 v v
3 v v
4 v v
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La actividad emulsificante (AE24) se llevé a cabo siguiendo la técnica de Pruthi y
Cameotra (1997); se agregé en un tubo de ensayo 3 mL del sobrenadante
(biosurfactante) y 3 mL del aceite crudo, se agité en vortex durante 2 min y se dejo
reposar 24 h. Se conté con los mismos sistemas indicados en la Tabla 8.1, los
cuales fueron incubados a la temperatura indicada. Después de 24 h de incubacion,
con una regla se midio el tamafio de la emulsién y se calculé como se indica en la
ecuacion 8.1. Las mediciones se realizaron a las condiciones descritas en la tabla
8.5 utilizando el biosurfactante (sobrenadante) producido por la cepa IMP-K y un

aceite crudo pesado (Tabla 8.4).

AE,, = E—i* 100 (Ec. 8.1)

Donde:

AE24: Actividad emulsificante a las 24 h en %.
Ef: Altura de la emulsién formada.

Ht: Altura total.

8.5.1 Evaluacion del el efecto de la aireacion sobre el crecimiento y la

produccion de biosurfactante a nivel reactor

Después de haber corroborado la capacidad productora de BS de la cepa IMP-K 'y
considerando las mejores condiciones de cultivo para este microorganismo (tipo y
concentracion de sustrato, fuente de nitrdgeno y otros nutrientes, % de inoculo,
agitacion, % de oxigeno y temperatura, etc.) establecidos en trabajos previos en el

mismo proyecto, se llevd a cabo la produccién de BS a nivel reactor.

Uno de los parametros mas importantes sobre las condiciones de cultivo de los
microorganismos, como ya se menciond previamente, es el efecto que la aireacion
tiene sobre éstos, que también influye en la produccion del BS (Abushady et al.,

2005). Al escalar el sistema en reactor tanque agitado, es diferente a un sistema
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matraz, ya que en el reactor la aireacion se puede realizar a través de una bomba
de aire eléctrica de flujo continuo, por lo que se vuelve necesario determinar el mejor

flujo de aire para obtener la mejor produccion del BS.

En esta etapa se llevd a cabo la evaluacion del crecimiento y la produccion de
biosurfactante en un reactor de tanque agitado de 3 L (Fig. 8.1) donde se evaluaron
4 flujos de aire (400, 700, 100 y 1500 mL/min) correspondientes a 0.33, 0.58, 0.83

y 1.25 vvm (volumen de aire/ volumen de medio de cultivo/ min)

El volumen de operacion del reactor fue de 1.2 L, con una agitacion de 150 rpm y
temperatura de cultivo de 30 °C. El sustrato utilizado fue aceite de soya a una
concentracion de 15 mL/L y con el medio mineral reportado anteriormente (Seccidn
8.2). Los reactores se inocularon con el 5% de inoculo. La temperatura y agitacion

se mantuvieron controladas durante todo el tiempo de experimentacion.

Los cultivos con cada aireacion se mantuvieron durante 96 h, periodo en el cual se
llevaron a cabo muestreos a las 0, 24, 48, 72 y 96. Con estas muestras se realizo la
evaluacion del crecimiento microbiano mediante la cuantificacion de proteinas
(Seccion 8.10.1.2) y la produccion de biosurfactante con las pruebas de DA, TS y
DMC (Seccion 8.10.2.2 y 8.10.2.3 y 8.10.2.5). Cada determinacion se realizé por
triplicado. Ademas de las técnicas evaluadas se siguio la evaluacion de pH y

concentracion de oxigeno a lo largo del periodo de incubacion.
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Figura 8.1 Reactor tanque agitado y controlador para el cultivo de la cepa IMP-K,

donde se evaluo su crecimiento y produccion de biosurfactante.

8.6 Separacion parcial del biosurfactante y rendimiento

Finalizado el periodo de incubacion, el caldo de cultivo fue procesado para obtener
el sobrenadante libre de células, sobre el que se llevo a cabo la separacion parcial
del biosurfactante por liofilizacién. Se seleccionaron los mejores tiempos de
produccion para cada uno de los tratamientos del reactor a diferentes aireaciones.
Para la separacion se utilizé una liofilizadora marca Labconco. Se depositaron 20
mL de muestra en frascos especiales, estos fueron congelados a -70 °C, para
posteriormente ser procesados en la liofilizadora (Figura 8.2). Durante la liofilizacién
se elimind el agua de la muestra por sublimacion, mediante la manipulacion de la
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presion y temperatura. Este proceso duré aproximadamente tres dias y una vez
recolectado el producto se coloco en una estufa a 40 °C, hasta peso constante, para

asegurar que la muestra estuviera completamente libre de agua.

Figura 8.2 Liofilizadora marca Labconco.

El sélido resultante (biosurfactante crudo) fue pesado para obtener el rendimiento
como producto crudo. El producto obtenido se resuspendié en agua a diferentes
concentraciones y se le evaluod su actividad tensoactiva mediante tension superficial
como se indica en la seccion 8.10.2.2 y con este resultado se determind la
concentracion micelar critica (CMC) (seccién 8.10.2.5). Cada medicion se realizd

por triplicado.
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8.7 Cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante en reactor

Con la mejor aireacién evaluada, se procedi6 a realizar una cinética con aceite de
soya (AS) como fuente de carbono y después se realizé otra con aceite gastado de
cocina (AGC), con la finalidad de determinar el mejor tiempo de produccién vy

rendimiento del biosurfactante producido, asi como el efecto del sustrato.

De la misma manera que en los experimentos anteriores, la produccion de BS se
cuantific6 mediante tension superficial, dispersion de aceite y dilucion micelar critica
(DMC). El crecimiento bacteriano fue evaluado mediante cuantificacién de proteinas

por el método de Bradford (Seccion 8.10.1.2).

Posteriormente el biosurfactante, evaluado como producto crudo, fue separado del
sobrenadante por liofilizacion (Fig. 8.3) como se indico en la seccion 8.6. Las
muestras liofilizadas correspondian a los tiempos 0, 24, 48, 56 y 72 h para la cinética
con AS; y 0, 24, 48, 69 h para la cinética con AGC. Al producto crudo (polvo) se le
determind su concentracion micelar critica (CMC).Cada medicién se realizé por

triplicado.
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Figura 8.3 Liofilizado obtenido de reactor con 1000 mL/min de aireacion y aceite de

soya como sustrato.

Durante los cultivos de crecimiento y produccion de BS con la cepa IMP-K hubo
formacion de espuma, por lo que parte de la espuma formada durante el
experimento se recolecté mediante una manguera conectada a un envase cerrado
a través de la salida de aire del reactor a la cual posteriormente se le midi6 tension

superficial (Fig. 8.4).
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Recolector

de espuma

Figura 8.4 Reactor con sistema de control y recoleccion de espuma

8.8 Cuantificacion del sustrato residual

Para cuantificar el sustrato residual en las cinéticas en reactor, se realiz6 una
extraccion liquido-liquido con hexano. Se tom6 una muestra del cultivo de 15 mL y
se lavo 3 veces con un volumen igual de hexano. Posteriormente, la fase organica
fue colocada en el rotavapor a 220 mmHg y 50°C, para eliminar el solvente y por

diferencia de pesos se estimé la cantidad de sustrato residual.
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8.9 Evaluacion de la efectividad del BS después de su almacenamiento
Al BS producido a nivel reactor contenido en el sobrenadante, se le evalué su

efectividad (actividad tensoactiva) mediante la determinacion de tensién superficial,

después de 8 meses en conservacion a 4°C.

8.10 Técnicas analiticas

8.10.1 Cuantificacion de biomasa

El crecimiento microbiano se evalué mediante dos métodos, midiendo la densidad
optica directamente del cultivo y cuantificacién de proteinas por el método de
Bradford.

8.10.1.1 Densidad Optica

Este analisis se realizd en un espectrofotdmetro marca Thermo Modelo Biomate 3S,
mediante la densidad o6ptica a 620 nm evaluada directamente de los cultivos

microbianos.

8.10.1.2 Determinacion de Proteinas

Para la cuantificacién de proteinas se utilizé el método de Bradford (1976) a partir
del botéon celular obtenido de los cultivos. El caldo de los cultivo se centrifugd
durante 10 minutos y 10,000 rpm, el sobrenadante con el biosurfactante se separé

y el botdn celular se resuspendié en solucién salina al 0.85% para su analisis.
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El método de Bradford se basa en la union de un colorante (Coomassie Azul G-250)
a las proteinas. Para cuantificar las proteinas primero se realizd una curva patron
con albumina de huevo (Anexo 2) y el reactivo de Coomassie, y se medid la
absorbancia a una longitud de onda de 595 nm en un espectrofotometro marca
Thermo, modelo Biomate 3S. Cada concentracion se realizé por triplicado. Con las
muestras a evaluar, se realizo previamente una hidrolisis con NaOH y calentamiento
a ebullicion, posteriormente se adiciond el reactivo de Coomassie y se evaluo igual

que en la curva patrén.

8.10.2 Evaluacion de la produccion de biosurfactante

La evaluacion de la produccion de BS se llevé a cabo con la determinaciéon de la
actividad tensoactiva que produce esta biomolécula (dispersion de aceite, tension
superficial y tension interfacial) para determinar si un microorganismo es potencial
productor de biosurfactante (Plaza et al., 2006). Pero, primero hay que separar el

sobrenadante conteniendo el BS de la biomasa (Seccion 8.10.2.1).

8.10.2.1 Preparacion de la muestra para analisis

De cada cultivo a muestrear se tomaron 25 mL y se colocaron en tubos Falcon de
50 mL, estas muestras se centrifugaron a 10,000 rpm a una temperatura de 4°C
durante 10 min. El sobrenadante libre de células se separd y con este se evaluo la

produccion de BS.

8.10.2.2 Prueba de la dispersion de aceite

Esta prueba es un método rapido y sencillo que consiste en la evaluacion del efecto
de una sustancia sobre la dispersion de un aceite. Basada en la modificacién de la
tension superficial que provoca el biosurfactante aplicado sobre una superficie con
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una capa de aceite sobre agua (Anandaraj y Thivakaran, 2010; Cardoso et al.,
2010).

La técnica consiste en colocar 70 mL de agua destilada en una caja Petri,
adicionando posteriormente una gota del hidrocarburo sobre el agua para formar
una capa delgada del aceite. Después se agrega 25 uL del sobrenadante que
contiene biosurfactante y al término de 1 min se mide el diametro de la zona clara

que se produce (Fig. 8.5). Cada medicion se realizé por triplicado.

Figura 8.5 Dispersion de aceite provocado por efecto del biosurfactante.

8.10.2.3 Tensién superficial (TS)

Para saber si un microorganismo produce biosurfactante también se puede medir la
tension superficial del medio de cultivo en el cual se espera que se produzca (Batista
et al., 2006). Si la tension superficial del medio disminuye respecto a la tensién del
medio sin inocular, es indicativo de que el microorganismo produjo agentes

biotensoactivos.
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El andlisis de tension superficial se realizé mediante el método de la placa de
Wilhelmy, el cual se basa en una placa de geometria rectangular suspendida
verticalmente en una balanza de precision. El lado inferior de la placa se pone en
contacto con la superficie de la muestra para que se moje. Después, se ejerce una
fuerza vertical sobre la placa para levantarla. La placa es levantada poco a poco, y
de cada lado se forma una interfase curva, hasta que se produce la separacion de
la placa del liquido donde esta contenida. En la posicidn justo antes de la separacion
se puede calcular el equilibrio de fuerzas entre las fuerzas de tensién que se aplican
de parte de la placa y la fuerza de levantamiento (Youssef et al., 2007). La fuerza
maxima vertical es directamente proporcional a la tension superficial y es medida

Como un peso en una balanza.

Para verificar el buen funcionamiento del tensiometro se midio la tensién superficial
del agua, reportada en 72 mN/m a 20 °C (Shaw, 1992). Todas las muestras fueron
medidas en un tensiometro Kruss modelo K-100 (Fig. 8.6) por triplicado a

temperatura de 25 °C.

Figura 8.6 Tensiometro Kruss, modelo K100.
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8.10.2.4 Tension interfacial (TI)

Otra técnica para evaluar el efecto del biosurfactante producido por un
microorganismo sobre un aceite crudo se llevo a cabo mediante la determinacion
de la tension interfacial (T1). Esta determinacion se realizé con la técnica de la gota
pendiente en un equipo DSA (Drope Shape Analysis) marca Kruss, que consiste en
un sistema oOptico que analiza por imagenologia la gota que se forma del aceite en
presencia de una fase acuosa que contiene el producto a evaluar, en el cual se
sumerge la aguja que dosifica el aceite crudo. Esta determinacién esta asociada a
la densidad de las fases y al tamafo de las gotas de aceite obtenidas segun los
fluidos utilizados. Durante esta medicion se obtienen los valores de las fuerzas que
hay entre los fluidos, en este caso la Tl. Para la medicion se utilizé como fase acuosa
el sobrenadante libre de células, conteniendo el biosurfactante de la cepa IMP-K,

con su respectivo control sin el biosurfactante.

8.10.2.5 Dilucion Micelar Critica (DMC) y Concentracion Micelar Critica
(CMC)

En un ambiente acuoso, los tensoactivos forman estructuras agregadas llamados
micelas en la que las colas hidréfobas de las moléculas estan protegidas del
contacto con agua. Los agregados se forman para minimizar la energia libre de la
solucion y esto depende de las condiciones fisicas como la temperatura. La
concentracion micelar critica (CMC) se define como la concentracion de surfactante
por encima de la cual se forman micelas. Por debajo de la CMC, la tensién
superficial en sistemas acuosos cae desde un valor maximo de 72 mN/m para el
agua pura a un valor minimo posible de aproximadamente 29 mN/m para los
mejores surfactantes (Santos et al., 2016). Una vez que la CMC se alcanza, la

tension superficial permanece mas o menos constante.
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La formacién de micelas mixtas entre surfactantes y otros compuestos hidrofébicos
como los hidrocarburos favorecen la dispersion del mismo en medio acuoso

aumentando la biodisponibilidad y por consiguiente la posibilidad de degradacion.

Durante la determinacion de la CMC se debe contar con el biosurfactante purificado
o separado del sistema donde se produce. Sin embargo, otra forma de evaluar que
la concentracion de biosurfactante esta cambiando en el sistema donde se produce,
es determinando la dilucién micelar critica (DMC) sobre el sobrenadante libre de
células del cultivo del microorganismo. Para determinar la DMC el sobrenadante
(conteniendo el biosurfactante) se evalué mediante tension superficial, de manera
directa y realizando diluciones sucesivas (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, etc.) hasta
encontrar la dilucién en donde ocurre cambio significativo de la tensién superficial y
con esto determinar la dilucion maxima donde la TS permanece sin cambios, es

decir la DMC. Cada muestra se realizé por triplicado.
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9. REASULTADOS

9.1 Caracterizacién de la cepa IMP-K

La evaluacién microscopica y macroscopica de la cepa IMP-K permitiéo determinar
algunas de sus caracteristicas. La caracterizacion macroscopica de la cepa IMP-K
se realizd6 sobre agar nutritivo en caja Petri (Fig. 9.1), donde se observo el
crecimiento y morfologia colonial con consistencia humeda, de forma circular y color
crema. En la Tabla 9.1 se muestran las caracteristicas macroscopicas de la cepa
IMP-K.

Figura 9.1 Cepa IMP-K cultivada en agar nutritivo a 30 °C.
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Tabla 9.1 Caracterizacidn macroscopica de la cepa IMP-K cultivada en agar
nutritivo a 30° C.

Morfologia Cepa IMP-K
Forma Circular
Elevacion Elevada
Borde Entero
Color Crema
Superficie Lisa
Aspecto Humedo
Consistencia Suave
Luz reflejada Brillante

Con la evaluacion microscoépica de la cepa IMP-K se pudo apreciar que este
microorganismo estaba puro, ya que presentd una sola morfologia, correspondiente
a bacilos, cuando se observo en fresco con microscopio de contraste de fases (Fig.
9.2). Ademas, con tincion de Gram, la observacién microscépica corrobord que se

trata de bacilos Gram negativos (Fig. 9.3).
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Figura 9.2 Observacion microscopica en fresco de la cepa IMP-K, cultivada en caldo

nutritivo a las 24 h de incubacién, en microscopio de contraste de fases a 100X.

Figura 9.3 Observacion microscopica de la cepa IMP-K en caldo nutritivo a las 24

h, con Tincién de Gram en microscopio 6ptico a 100X.
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9.2 Evaluacion preliminar de la produccion de biosurfactante

Para la evaluacion preliminar de la produccién de biosurfactantes con la cepa IMP-
K se utilizaron aceite de soya y aceite gastado de cocina como sustratos. En la
figura 9.4 se observa el crecimiento gradual del microorganismo hasta las 72 h
cuando fue cultivado con aceite de soya. La turbiedad del medio de cultivo fue

indicativa del crecimiento microbiano.

Figura 9.4 Cultivos de la cepa IMP-K en medio mineral y aceite de soya como

sustrato a diferentes tiempos de incubacion.

En cuanto al crecimiento microbiano (Fig. 9.5) durante la produccién de
biosurfactante, se observo que la cepa IMP-K cultivada en aceite de soya, alcanzé
un maximo crecimiento a las 48 h y después de este tiempo se presento la fase
estacionaria. Mientras que con el aceite gastado de cocina, el crecimiento de la cepa
IMP-K fue mayor, observandose un crecimiento exponencial hasta las 72 h. Los
resultados muestran que para el aceite de soya la produccion de biomasa fue menor
que con el aceite gastado de cocina. En este ultimo sustrato se requiere dejar mas

tiempo de cultivo, para observar la curva de crecimiento del microorganismo.
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Al evaluar las constantes cinéticas de la cepa IMP-K se observé un comportamiento

diferente en ambos sustratos. Con aceite de soya el microorganismo presento una
velocidad de crecimiento (i) de 0.0989 h-', con un tiempo de duplicacion (td) de 7 h;
mientras que con aceite gastado de cocina tuvo una velocidad de crecimiento de
(1) 0.1521 h' con un tiempo de duplicacion (td) de 4.56 h. Lo cual indica que la cepa

IMP-K tiene un crecimiento mas rapido en aceite gastado de cocina.
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Figura 9.5 Evaluacioén del crecimiento de la cepa IMP-K, mediante la cuantificacion
de proteina, cultivada con aceite de soya y aceite gastado de cocina como fuentes

de carbono a nivel matraz

La produccion de biosurfactante fue evaluada mediante las técnicas de dispersion
de aceite y tension superficial. Estas técnicas ademas de ser sencillas son
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ampliamente utilizadas para evidenciar la actividad tensoactiva de los

biosurfactantes por diversos microorganismos (Plaza, et al., 2006).

Los resultados de la prueba de dispersion de aceite se muestran en la figura 9.6
donde se observa que la cepa IMP-K, es un microorganismo potencial productor de
biosurfactantes, ya que dio positiva la prueba de dispersion de aceite desde las 24
h, con ambos sustratos, alcanzando un halo de dispersion de 10.5 cm para el aceite
de soya y de 12.4 cm para el aceite gastado de cocina. Dicha produccién se

mantuvo estable de las 24 hasta las 72 horas.

Aunque con ambos sustratos, el incremento de la dispersion de aceite fue positivo,
el aceite gastado de cocina incrementdé en un 18% mas la dispersién. Lo que
significa que la cepa IMP-K prefiri6 este sustrato para la produccién de

biosurfactante.

En un estudio realizado por Abirami et al. (2015), utilizando Pseudomonas
aeruginosa con diésel como sustrato para la produccion de BS, después de 72 h de
incubacion el BS produjo 5 cm de halo de dispersion utilizando para esta técnica
aceite de oliva. Comparando este trabajo con los resultados obtenidos, se puede
observar que la cepa IMP.K produce un BS con mejor actividad tensoactiva en

cuanto a dispersién (12.4 cm) realizada con un aceite pesado.
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Figura 9.6 Evaluacion preliminar de la produccion de biosurfactante con la cepa
IMP-K cultivada con aceite de soya y aceite gastado de cocina como fuentes de

carbono, mediante la evaluacién de dispersion de aceite a nivel matraz.

Para Pseudomonas aeruginosa en la literatura se reportan numerosos sustratos
factibles para la produccion de biosurfactantes, los cuales van desde fuentes de
carbono de tipo soluble como la glucosa, melaza, fructosa y glicerol entre otros,
hasta aquellas de tipo insoluble como son el hexadecano, diésel y una gran variedad
de aceites vegetales; ademas de sustratos residuales de distintas industrias (Abbasi
et al., 2012). Sin embargo, en algunos trabajos se ha observado una preferencia
hacia ciertas fuentes de carbono por este microorganismo. Como es el caso de
Pseudomonas aeruginosa EML1, la cual presentd una mayor afinidad a las fuentes
de carbono solubles como el glicerol y la glucosa (Wu et al., 2008); mientras que
Pseudomonas aeruginosa MAOLl reportada por Abbasi et al. (2012) presento

mejores resultados cuando se utilizan aceites vegetales como sustratos.
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En cuanto a la tensién superficial, se observé que con ambos sustratos, la cepa
IMP-K disminuye la TS a las 24 h, hasta un valor minimo de 28.3 mN/m,
manteniéndose constante hasta las 72 horas (Fig. 9.7). Con lo anterior se
comprueba que la cepa IMP-K es capaz de producir biosurfactantes tanto con aceite
de soya como con aceite gastado de cocina. Estos resultados fueron similares a los
obtenidos en otros trabajos, donde alcanzaron reducciones de tensioén superficial
hasta 29 mN/m (Abalos et al., 2001; Abbasi et al., 2012). También se observd que
existe una correlacién entre la tension superficial y la dispersion de aceite, siendo

indirectamente proporcionales (Figs.9.6 y 9.7).
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Figura 9.7 Evaluacion preliminar de la produccion de biosurfactante con la cepa
IMP-K cultivada con aceite de soya y aceite gastado de cocina como fuentes de

carbono, mediante la evaluacion de tension superficial a nivel matraz.

Para determinar la dilucion micelar critica (DMC) del biosurfactante contenido en el

sobrenadante libre de células, se diluy6 este ultimo con agua, hasta encontrar la
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dilucién en la cual la tensidon superficial no cambiaba, una antes donde ocurria un

cambid o incremento de la TS. En la Tabla 9.2 se muestran estos resultados, donde

se observa que con el aceite de soya, el biosurfactante producido a las 48 h alcanz6

la mejor DMC con una dilucion 1:8, sin afectar significativamente la tensién

superficial. En cambio, con el aceite gastado de cocina la mejor DMC se obtuvo

tanto a las 24 como a las 48 horas con una dilucion de 1:8. En general, las mejores

DCM se obtuvieron con el aceite gastado de cocina a 24 y 48 h de incubacion, ya

que con una dilucién 1/16 se seguia teniendo un valor de TS bajo de 31.5 mN/m.

Tabla 9.2 Evaluacién de la tensidn superficial con el sobrenadante libre de células

del cultivo de la cepa IMP-K a diferentes tiempos de incubacién y realizando

diluciones.
Tension Superficial (mN/m)
Fuente de Tiempo de Dilucién
carbono incubacion Sin
1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
(h) dilucion
24 29.8 30.2 31 32.7 36.5 Nd
Aceite de
48 28.2 28.4 29.2 30.9 34.5 Nd
soya
y 72 28.9 29.3 30.1 31.7 34.0 Nd
Aceite 24 28.2 28.7 29.3 30.0 31.6 32.8
gastado 48 28.2 28.8 29.2 30.0 31.4 33.6
de cocina 72 28.4 29.1 29.9 31.5 344 Nd

Nd: No determinado
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9.3 Cinética de crecimiento y produccién de biosurfactante con la cepa

IMP-K a nivel matraz

Con la cepa IMP-K se llevo a cabo una cinética para conocer el comportamiento del
crecimiento y de la produccién de biosurfactante. En la figura 9.8 se observa la
dispersidon de aceite que produce el biosurfactante de la cepa IMP-K cultivada en
aceite de soya como sustrato. Desde las 6 h de incubacion, se incremento la
dispersidon de aceite y se alcanz6é un maximo de 10.5-11.8 cm, que se mantuvo de
las 20 a las 54 h de incubacion. Después de este periodo la dispersion de aceite
disminuy6. En comparacion con la evaluacién preliminar (Seccion 9.2), en esta
cinética se alcanzaron dispersiones por arriba de 10 cm desde las 20 h, igual que a
las 24 h de la evaluacion preliminar. Sin embargo la dispersién disminuyé para
tiempos posteriores a las 54 horas. El halo maximo de dispersiéon que se obtuvo fue
de 11.1 cm.
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Figura 9.8 Evaluacién de la produccién de biosurfactante de la cepa IMP-K,
mediante la dispersion de aceite, cultivada con aceite de soya como fuente de

carbono a nivel matraz.
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Los resultados de produccion de biosurfactante con aceite gastado de cocina se
muestran en la figura 9.9, donde se observa que la dispersion de aceite se fue
incrementando desde las 6 h, pero de forma diferente a la evaluacién preliminar,
alcanzando su maximo (12.8 cm) hasta las 77 horas de incubacién. Este valor fue
significativamente mas alto que el que se obtuvo con aceite de soya en un 8.5%. Lo
anterior puede significar que el aceite gastado de cocina modificé mejor la tensién
interfacial de los liquidos evaluados, pero en un mayor tiempo. Esto se puede deber
a que los residuos agroindustriales como es el caso del aceite gastado de cocina
contienen grandes cantidades de hidratos de carbono vy lipidos por lo tanto puede
ser una rica fuente de carbono para el crecimiento microbiano (Kaskatepe et al.,
2016). Ademas de que entre el aceite de soya y el aceite gastado de cocina
posiblemente se encuentren diferencias importantes en la composicién de acidos
grasos. Un estudio hecho por Haba et al. (2000) comparando aceite de oliva nuevo
con aceite de oliva usado demostro que la concentracion de acido oleico disminuyd
de 84.4 a 55.51% en el aceite usado mientras que la presencia de acidos grasos de
baja longitud de cadena (<C10) aumento 22.5%. Entre ambos sustratos utilizados
para el medio de cultivo con Pseudomonas sp y Bacillus sp. la produccion de

biosurfactantes fue mayor con el aceite usado.
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Figura 9.9 Cinética de la produccion de biosurfactante con la cepa IMP-K, mediante
la evaluacion de dispersion de aceite, cultivada con aceite gastado de cocina como

fuente de carbono a nivel matraz.

En cuanto a la evaluacion de la produccion de biosurfactante con aceite de soya,
mediante la determinacién de la tensién superficial (Fig. 9.10), se observé que la
cepa IMP-K produce este metabolito desde las 6 horas, donde ocurre un cambio en
TS. La maxima disminucion de TS (28 mN/m) se alcanzé a las 20 h y este valor se
mantuvo hasta las 77 horas. Lo anterior muestra que la TS tuvo un comportamiento
similar a lo que se observd con la dispersion de aceite (Fig. 9.9), alcanzando el
mejor valor desde las 20 h. Pero la TS se mantuvo hasta el final de la cinética,

mientras que la dispersion de aceite disminuyd después de las 54 h.
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Figura 9.10 Evaluacién de la produccion de biosurfactante de la cepa IMP-K,
mediante la determinacién de tension superficial, cultivada con aceite de soya como

fuente de carbono a nivel matraz.

Para el caso de la produccion de biosurfactante con aceite gastado de cocina (Fig.
7.11), se tuvo un comportamiento similar al del aceite de soya y a la evaluacién
preliminar. Durante esta cinética la TS disminuyd desde las primeras horas (a partir
de las 3 h), alcanzando un minimo de TS (28 mN/m) a partir de las 20 h y
manteniendo este valor hasta las 77 h. Durante las primeras horas de incubacion
los valores de tension superficial disminuyeron rapidamente y alcanzaron valores
cercanos a 28 mN, manteniéndose constantes hasta el final de la cinética. El valor
minimo de tension superficial fue de 28.64 mN/m a las 48 h. En este caso no hubo
una correlacion de la TS con la dispersion de aceite. La TS fue mas estable,

mientras que la dispersion se incrementd gradualmente durante la cinética.
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Figura 9.11 Evaluacién de la produccion de biosurfactante de la cepa IMP-K,
mediante la determinacion de la tensién superficial, cultivada con aceite gastado de

como fuente de carbono a nivel matraz.

Los resultados de la evaluacion de la DMC (Tabla 9.3) muestran que cuando se
utilizé aceite de soya como sustrato para la produccién de biosurfactante, se obtuvo
una DMC a una dilucion 1:16 a las 48 h, sin cambios significativos (a= 0.05) en la
TS. A esta DMC la TS se mantuvo en un intervalo de 29-31 mN/m. Para la
produccion de BS con aceite gastado de cocina se tuvieron dos mejores tiempos de
produccion (30 y 72 h), que corresponden a los tiempos donde se obtuvo la mejor
DMC= 1:16 con una TS de 32 y 31.7, respectivamente. En ambos tiempos no hubo

diferencia significativa.
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Tabla 9.3 Evaluacion de la tension superficial y DMC con el sobrenadante libre de

células del cultivo de la cepa IMP-K a diferentes tiempos de incubacion y realizando

diluciones.
Fuente Tiempo de Tension Superficial (mN/m)
de incubacién Dilucién
carbono (h) Sin Dilucién 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32
Aceite de 3 52.3 Nd nd nd nd nd
soya 6 471 Nd nd nd nd nd
17 30.5 311 340 nd nd nd
20 291 298 30.8 329 nd nd
24 29.2 295 303 325 nd nd
30 29.3 287 293 296 330 nd
39 28.9 300 319 353 nd nd
48 29.3 288 293 299 311 328
54 28.5 292 304 333 346 nd
72 29.1 30.2 30.8 321 35.1 nd
77 28.8 285 29.8 321 nd nd
Aceite 3 38.1 Nd nd nd nd nd
gastado 6 34.6 Nd nd nd nd nd
de cocina 17 30.7 15.5 16.1 nd nd nd
20 29.9 302 306 320 nd nd
24 29.7 30.2 306 322 nd nd
30 294 294 299 306 320 346
39 28.8 306 311 320 331 34.2
48 29.6 301 311 322 3741 nd
54 28.9 297 299 306 325 nd
72 28.4 289 29.0 30.2 317 nd
77 30.3 30.8 315 343 nd nd

Nd. No determinado
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Con respecto al crecimiento de la cepa IMP-K durante la producciéon de
biosurfactante (Fig. 9.12) cultivada en aceite de soya, se observd que el
microorganismo tuvo una fase de adaptacion de 6 h. Después de este tiempo inicio
la fase exponencial del crecimiento y alcanzd un maximo de biomasa a las 50 h. Al

evaluar la velocidad de crecimiento de la cepa IMP-K con este sustrato dio un valor
de p de 0.0908 h-' con un tiempo de duplicacién (td) de 7.63 h., similar al obtenido

en la evaluacion preliminar. En cuanto al crecimiento de la cepa IMP-K realizado
con el aceite gastado de cocina (Fig. 9.13) se observo que el microorganismo crecid

exponencialmente hasta las 40 h y se mantuvo en la fase estacionaria hasta el final
del experimento. Con AGC la velocidad de crecimiento fue de (i) 0.0732 h-' con un

tiempo de duplicacion (tq) de 9.46 h.

Considerando este crecimiento y la produccién de biosurfactante (Figs. 9.11y 9.10)
se puede observar que la produccion de BS esta asociada al crecimiento, la cual

inicia en la fase exponencial y se mantiene durante la fase estacionaria.

2500

2000 ]

1500 -

1000 -

500 -

Concentracion de proteinas (mg/L)

0 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Tiempo (h)

Figura 9.12 Evaluacion del crecimiento (proteinas) de la cepa IMP-K cultivada con

aceite de soya como fuente de carbono.
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Figura 9.13 Evaluacion del crecimiento (proteinas) de la cepa IMP-K cultivada con

aceite gastado de cocina como fuente de carbono.

9.4 Evaluacion de diferentes parametros sobre la produccién de

biosurfactante

9.4.1 Evaluacion del efecto de la concentracion de oxigeno sobre el

crecimiento y produccién de biosurfactante

Con la finalidad de analizar el efecto de la presencia de Oz sobre el crecimiento y
produccion de biosurfactante de la cepa IMP-K, se realizaron experimentos en
donde los sistemas se adicionaron con 0, 25, 50 y 100% de aire, correspondientes
a0,6.7,9.7 y 21% de oxigeno (Seccion 8.4.1).

73



La evaluacion del efecto de la concentracion de oxigeno sobre el crecimiento de la
cepa IMP-K se presenta en la figura 9.14, donde se observdé que durante las
primeras 24 horas a mayor aireacion, mayor crecimiento de la cepa. Sin embargo a
las 48 h, la mayor produccion de biomasa se obtuvo con el 50% de aire, seguida del
100%, 25% y 0% respectivamente. Este mismo comportamiento de aire se continu6
hasta las 168 h, alcanzando la fase estacionaria para 50% desde las 48 h y para
25% y 100% desde las 72 horas. En el sistema completamente anaerobio se
presento un ligero crecimiento, el cual fue significativamente menor a los obtenidos

con presencia de aire en los sistemas 50 y 100%.

Otro indicativo cualitativo del crecimiento en los sistemas se observé en los frascos
incubados. Donde hubo un incremento en la turbiedad del sistema conforme se
incrementd el nivel de aire hasta las 48 horas (Fig. 9.15), aumentando incluso la
presencia de biomasa sobre la pared de vidrio del sistema, asociado a la
concentracion de oxigeno. Posteriormente, a las 72 h no se observé diferencia
significativa entre 25, 50 y 100% de aire. Por ultimo, a las 168 h la turbiedad se hizo
notable para el sistema completamente anaerobio mostrando un crecimiento incluso
en estas condiciones, pero sin llegar a ser tan importante como en los sistemas con

aire.
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Figura 9.14 Evaluaciéon del crecimiento de la cepa IMP-K en matraz a diferentes

concentraciones de oxigeno a 30°C y 150 rpm.

Figura 9.15 Sistemas inoculados con la cepa IMP-K y adicionados con aceite de
soya como sustrato para la produccién de biosurfactante a diferentes porcentajes
de Oz, alas 24, 48, 72 y 168 h de cultivo a 30° C. A) Control sin inocular, B) 0% aire,
C) 25% aire, D) 50% aire y E) 100% aire.
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Otro parametro indicativo del crecimiento y actividad microbiana de la cepa IMP-K
fue la produccion de CO:2 (Figura. 9.16). Donde se observd que el sistema
completamente aerobio (100% de aire) fue el que produjo la mayor cantidad de CO2
(15.8 mmoles/L). Aunque se observé un patron de incremento de la produccion de
CO2 conforme se incrementaba la concentracién de aire en los sistemas, en los
tratamientos con 25 y 50% de aire la produccion de CO2 fue mucho menor (10 y 6
veces menos, respectivamente) comparado con el tratamiento con 100% de aire.

Mientras que el tratamiento sin oxigeno practicamente no produjo COs..

El comportamiento anterior probablemente se deba a que la biodegradacion de
aceites es un evento metabdlico principalmente oxidativo con requerimiento de
oxigeno intensivo para llevarse a cabo (Panesar et al., 2009), como es el caso de la
cepa IMP-K que utiliza aceite de soya como sustrato y necesita oxigeno para

degradarlo.

N
o

A A A A
N A OO
1 1 1 1

—e
——

T T 1 .
120 140 160 180

Produccién de CO, (mmoles/L)
=

o N b~ OO ©
1

0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

——-0% Aire —4—25% Aire ——50% Aire ——100% Aire

Figura 9.16 Evaluacién de la produccién CO2 mediante cromatografia de gases en
los sistemas cultivados con la cepa IMP-K a diferentes concentraciones de oxigeno

a 30°C y 150 rpm.
76



Los parametros cinéticos calculados con la produccion de COz, en los tratamientos
con diferente porcentajes de oxigeno durante el cultivo de la cepa IMP-K se
presentan en la tabla 9.4, para obtenerlos se realizé un ajuste con el modelo de
Gompertz modificado (Van Ginkel et al., 2001), con coeficientes de correlacion (r?)
de 0.89 a 0.97. La produccion maxima de COz2 (Pmax) aumento con la presencia de
oxigeno en los sistemas, obteniendo el valor mas alto de COz2 (16.5 mmoles de COz2
L-") con 100% de aire. Este valor fue 41, 10 y 6.7 veces mas alto que los valores
obtenidos con 0, 25, y 50% de aire. Lo anterior indica que la cepa IMP-K se
desarrolla preferentemente en condiciones completamente aerobias, aunque tiene

actividad en sistemas disminuidos en oxigeno.

Tabla 9.4 Parametros cinéticos de la produccion de CO:2 obtenidos con el modelo
de Gompertz modificado con el cultivo de la cepa IMP-K a diferentes

concentraciones de oxigeno.

% Oz en % Aire en Pmax Rmax A 2
tratamientos tratamientos (mmoles CO2 L") (mmol CO2L"h") (h) r
0 0 0.40 0.020 16.7  0.84
6.7 25 1.55 0.017 6.5  0.98
9.7 50 2.46 0.277 00 092
21 100 16.5 0.230 16.2  0.98

nd: no determinado

En cuanto a la determinacién de la tension superficial, se observo que en todos los
tratamientos hubo una disminucion de este parametro desde las 24 h (Figura 9.17)
debido al biosurfactante producido, aun en el tratamiento anaerobio donde el
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crecimiento fue muy poco y la produccion de CO:2 casi nula, con una TS de 29-30
mN/m y sin diferencia significativa (a= 0.05) entre los tratamientos. Lo anterior
muestra que se obtiene produccion de BS por medio de la cepa IMP-K aun en
ausencia de oxigeno. Tal como lo demostr6 Chayabutra et al. (2001) utilizando
Pseudomonas aeruginosa con diferentes sustratos, donde el microorganismo tuvo
crecimiento celular en condiciones anaerobias desnitrificantes. Sin embargo, con la
evaluacion de la dispersion de aceite (Figura 9.18) se observd diferencia
significativa entre los tratamientos con la menor concentracion de oxigeno (25%) y
anaerobiosis (0% aire) y las mayores concentraciones de oxigeno (50 y 100% de
aire). Sin diferencia significativa entre los mayores % de aire, con un maximo de
dispersion de aceite de 6.6 a 7.5 cm, lo que indica que la mayor produccion de

biosurfactante se obtuvo con las altas concentraciones de aire.

Con otro microorganismo del género Bacillus, Abushady et al. (2005) analizaron el
efecto del oxigeno que existe sobre la produccion de surfactina, en sus sistemas
con medio mineral y diferentes porcentajes de oxigeno que iban del 30 al 90%, los
resultados mostraron que existe un aumento en la produccion de biosurfactante con
el aumento del oxigeno. Ademas se sabe que P. aeruginosa se describe
generalmente como una bacteria que se favorece bajo condiciones de crecimiento
aerobico (Palleroni, 1984). Sin embargo, otros trabajos muestran que bajo
condiciones de limitacién de oxigeno, P. aeruginosa crece en presencia de nitrato o
nitrito mediante la desnitrificacién (Davies et al., 1989; Zumft, 1997). Bajo estas
condiciones, nitrato o nitrito reemplazan al oxigeno como aceptores de electrones
alternativos, por lo que puede explicar porque la cepa IMP-K crecioé en condiciones
anaerobias, ya que el medio utilizado es a base de nitratos.

Lo que significa que dependiendo de la cantidad de oxigeno en los sistemas, se
afecta o favorece la produccion de biosurfactante. Estos resultados son muy
interesantes, ya que podrian tener impacto en la aplicacion in situ de la cepa IMP-K
para la produccion de biosurfactante dentro de tecnologia de recuperacion mejorada

de hidrocarburos via microbiana (MEOR), en donde generalmente se tiene una falta
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de oxigeno en los yacimientos. Ademas, se sabe que pocos microorganismos
pueden producir biosurfactantes en condiciones andxicas (Zhao et al., 2015). Sin
embargo, otra de las variables que afecta la produccion de biosurfactantes es la
temperatura de incubacion del microorganismo productor, por lo que la aplicacion
de la cepa IMP-K dependera también de la temperatura que tenga el yacimiento

donde se vaya a aplicar.
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Figura 9.17 Evaluacion del efecto de la concentracidn de oxigeno sobre la
produccion de biosurfactante mediante la tension superficial, con la cepa IMP-K

cultivada en aceite de soya como sustrato e incubada a 30° C y 150 rpm.
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Figura 9.18 Evaluacion del efecto de la concentracidon de oxigeno sobre la
produccion de biosurfactante mediante la dispersion de aceite, con la cepa IMP-K

cultivada en aceite de soya como sustrato e incubada a 30° C y 150 rpm.

9.4.2 Evaluaciéon de la temperatura de incubaciéon sobre el crecimiento y

produccion de biosurfactante

Como se menciond anteriormente otro de los parametros que afecta el crecimiento
y la produccion de biosurfactantes en los microorganismos es la temperatura (Kiran
et al., 2009). Los microorganismos pueden crecer y desarrollarse en un intervalo de
temperaturas, pero generalmente tienen una temperatura O6ptima para su
crecimiento o bien para la produccién de algun metabolito de interés, que no
necesariamente corresponden a la misma. También se ha observado que este
parametro puede afectar la composicion del biosurfactante que produce, como ha
sido reportado para P. aeruginosa (Moussa et al., 2014).
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Otros trabajos con este microorganismo, indican que la temperatura donde se
produce mejor el biosurfactante es a 37°C, mientras que la temperatura 6ptima de
crecimiento es a 27°C (Robert et al., 1991). Sin embargo, otros autores sugieren
utilizar temperatura de 30°C para el crecimiento y produccion de biosurfactante con
este mismo microorganismo obteniendo buenos resultados (Benicasa et al., 2008).
Lo anterior indica que la temperatura Optima para la produccion de BS dependera

del tipo de microorganismo y de todas las condiciones de cultivo.

En la figura 9.19 se presenta el comportamiento de la cepa IMP-K durante su
crecimiento cuando fue cultivada a diferentes temperaturas. La mejor temperatura
para el crecimiento de este microorganismo fue 30°C, ya que a esta temperatura
tuvo la mayor velocidad de crecimiento y alcanzé su maximo entre 48y 72 h. A la
temperatura de 40°C la, cepa IMP-K también crecid, pero disminuyo su velocidad
de crecimiento (pendiente mas pequefia), con un crecimiento de un 38% menor al
obtenido a 30°C a las 48 h. mientras que a 50°C el microorganismo practicamente

no crecio.

81



RN
o

T —-e—-30°C —A—40°C —a&-50°C

Biomasa (DO a 620 nm)
o =~ N W b OO O N 00 ©

80

Tiempo (h)

Figura 9.19 Evaluacion del efecto de la temperatura sobre el crecimiento de la cepa

IMP-K cultivada en aceite de soya como sustrato y con agitacién de 150 rpm.

En cuanto a la produccién de biosurfactante evaluada con la tension superficial (Fig.
9.20), se observo que la cepa IMP-K tuvo un comportamiento similar a 30 y 40°C,
con una disminucion de la TS de 28-29 mN/m en ambas condiciones desde las 24
horas. En cambio a 50 °C, la produccién de biosurfactante se desfavorecio
significativamente, con tan solo una disminucion en 7 unidades (de 53 a 46 mN/m).
En tanto, que los controles con medio de cultivo sin inocular presentaron una TS de
52-55 mN/m, durante todo el periodo de experimentacion. Estos resultados son
similares a los obtenidos por Pruthi y Cameotra (2003) utilizando Pseudomonas
putida, donde alcanzaron la maxima concentracion de biomasa y produccion de

biotensoactivo a pH entre 6.4 y 7.2 y temperatura entre 30 y 40 °C.
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Figura 9.20 Evaluacion del efecto de la temperatura de incubacion de la cepa IMP-
K sobre la produccion de biosurfactante mediante la tension superficial, con aceite

de soya como sustrato y a 150 rpm.

Otro de los parametros evaluados para determinar la produccion de biosurfactante
fue la dispersion de aceite (Fig. 9.21), con la cual se corroboré que la mejor
temperatura para la produccion de biosurfactante fue 30 °C, con halos de dispersion
de aceite de hasta 8.6 cm. Mientras que a 40° C la produccién de BS fue menor con
halos de dispersion de 6.7 cm y a 50° C no hubo dispersion de aceite. Los controles
de medio de cultivo sin inocular se mantuvieron con dispersiones de aceite de 0.8-

1.0 cm durante todo el tiempo de experimentacion.

Estos resultados muestran que la cepa IMP-K es capaz de producir biosurfactantes
cuando se incuba a 30 y 40 °C, siendo mejor la produccién a 30 °C. En cambio la
temperatura de 50 °C inhibe el crecimiento y la produccién de biosurfactante. Lo
anterior esta de acuerdo con lo reportado por Sonali et al., (2011) quienes
observaron que para Pseudomonas aeruginosa OCD1 la temperatura éptima de

crecimiento y produccién de biosurfactante es 30° C y 35°C.
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Figura 9.21 Evaluacion del efecto de la temperatura de incubacion de la cepa IMP-
K sobre la produccién de biosurfactante mediante la dispersion de aceite, con aceite

de soya como sustrato y a 150 rpm.

Considerando los resultados del efecto del oxigeno y temperatura sobre el
crecimiento y produccién de biosurfactantes con la cepa IMP-K, se pudo observar
que ambos parametros afectan el desarrollo del microorganismo y por lo tanto su
aplicacién directa en un yacimiento para la produccion de biosurfactantes in situ, no

es factible dentro de la tecnologia de MEOR.

9.4.3 Evaluacion del efecto tensoactivo del biosurfactante sobre un aceite

crudo

Una de las caracteristicas mas importantes de los biosurfactantes es su capacidad

de reducir la tensidn que existe entre las interfases agua y aceite (Amani et al.,
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2010), que se traduce en la disminucién de las fuerzas capilares, promoviendo el
aumento de la movilidad y la liberaciéon de petroleo residual de los yacimientos
(Premuzic y Lin, 1991). Esta capacidad se evalu6 como disminucion de la tension
interfacial (T1) que produce el biosurfactante de la cepa IMP-K sobre un aceite crudo
pesado de 14. 8 °API proveniente de un yacimiento. Ademas de evaluar la actividad

emulsificante (AE24) que produce el biosurfactante sobre un hidrocarburo.

El biosurfactante fue evaluado a temperaturas de 30 y 60° C, con salinidad de
50,000 mg/L (NaCl) y sin salinidad (ver seccion 8.5). Cada evaluacion se realiz6 por

triplicado y con sus respectivos controles.

La actividad emulsificante que presenté el biosurfactante de la cepa IMP-K sobre un
aceite pesado de 14.8 °API desde su contacto y posterior agitacion se muestra en
la figura 9.22, donde se observé que el biosurfactante provocd inmediata
emulsificacién del hidrocarburo. Sin embargo, después de incubar los tratamientos
a dos temperaturas (30 y 60° C) durante 24 horas, la emulsificacion no fue estable,
lo que repercutié en una actividad emulsificante (AE24) menor (Fig. 9.23). En los
diferentes tratamientos se observaron diferencias significativas. La temperatura de
30 °C favorecié la actividad emulsificante, en contraste con 60 °C, donde la AE24 fue
ligeramente menor. En cambio la salinidad increment6 la AE24. La mayor actividad

emulsificante (22.8%) se obtuvo con el tratamiento a 30 °C y 50 g/L de NaCl.

Estos resultados indican que la cepa IMP-K tiene la capacidad de formar emulsiones
con un aceite pesado. Los biosurfactantes son moléculas anfifilicas que pueden
tener la capacidad de formar emulsiones de tipo agua/aceite o aceite/agua,
dependiendo del balance hidrofilico/lipofilico (HLB) que presenten (Muller et al.,
2012). Aunque la AE24 (22.8%) que produjo el biosurfactante de la cepa IMP-K fue
relativamente baja, fue un resultado promisorio, ya que el biosurfactante fue
producido a las 48 horas de cultivo del microorganismo, y en otros trabajos
anteriores con este mismo microorganismo del grupo de Biotecnologia del IMP se
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ha observado que a partir de cultivos con mayor tiempo se puede obtener un

biosurfactante que produce mayor AE24 (Vargas, 2015).

Figura 9.22 Evaluacion de la actividad emulsificante (AE24) con el biosurfactante
producido por la capa IMP-K sobre un aceite pesado, al tiempo 0. A) a 30° C y sin
sal, B) a 30° C y 50 g/L NaCl, C) a 60° C y sin sal, D) a 60° C y 50 g/L NaCl.
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Figura 9.23 Evaluacion de la actividad emulsificante (AE24) con el biosurfactante
producido por la capa IMP-K sobre un aceite pesado a las 24 horas, a diferentes

condiciones de temperatura y salinidad.

En cuanto a la tension interfacial que produce el biosurfactante de la cepa IMP-K a
diferentes condiciones de temperatura y salinidad (Fig. 9.24) se pudo observar que
la mayor disminucion de la Tl (0.8 mN/m) comparada con el control (agua, 8.15
mN/m) fue con el tratamiento a 30 °C y con una salinidad de 50 g/L de NaCl. En
todos los tratamientos hubo disminucién de la Tl por efecto del biosurfactante; sin
embargo, no se pudo observar una correlacion entre temperatura y salinidad, ya
que a 60 °C fue mejor sin sal y a 30 °C con sal. La mayor disminucion de la Tl en
un 90%, con respecto al control se logré con estos dos tratamientos. Lo anterior
concuerda con lo reportado en la literatura para los biosurfactantes producidos por
P. aeruginosa, donde se menciona que estos BS son capaces de disminuir la Tl en
sistemas agua/hexadecano hasta valores por debajo de 1 mN/m (Santos et al.,
2016; Amani et al., 2013). Aunque para el BS de la cepa IMP-K se utilizé un aceite

pesado para evaluar la Tl.
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Estos resultados indican que el biosurfactante producido por la cepa IMP-K es una
opcion para lograr mayores recuperaciones de aceite en yacimiento, sobretodo en
aceites crudos pesados, de alta viscosidad, densos y de menor gravedad APl como
el aceite utilizado en este trabajo, donde se obtuvieron valores bajos de Tl (hasta
de 0.8 mN/m). Por lo tanto, este biosurfactante podria ser utilizado en procesos de

recuperacion de hidrocarburos y movilizaciéon de crudo pesado.

Tension interfacial (mN/m)
»

30° C, sin sal 30°C, 50 g/L NaCl 60°C, sin sal 60 °C, 50 g/L NaCl

Tratamiento

= Control EBiosurfactante IMP-P

Figura 9.24 Evaluacion de la Tl que produce el biosurfactante de la cepa IMP-K

sobre un aceite a diferentes condiciones de temperatura y salinidad.

9.5 Efecto de la aireacion sobre la produccion de biosurfactante a nivel

reactor con la cepa IMP-K

La aireaciéon es un factor importante en la producciéon de biosurfactantes a nivel

reactor (Cardoso et al., 2010). La mayoria de los trabajos sobre la produccién de
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biosurfactantes a nivel reactor a escala laboratorio se han realizado en reactores
tipo tanque agitado (Benicasa et al., 2002; Muller et al., 2010). En estos trabajos se
han utilizado aireaciones desde 0.25 hasta 5 L/min donde se han tenido resultados
optimos. Sin embargo, la aireacion adecuada para cada cultivo, sobre produccién
de biosurfactante también depende del microorganismo y otras condiciones de

cultivo a utilizar por lo que es importante evaluar el efecto de la aireacion.

Después de realizar el crecimiento de la cepa IMP-K y la produccion del
biosurfactante a nivel matraz comprobando las condiciones éptimas (% de fuente
de carbono, % de inoculo, nitrégeno y otros nutrientes) y condiciones de cultivo
(agitacion y temperatura) establecidas en trabajos previos del proyecto, se procedid

a escalar la produccién del BS a nivel reactor.

Se llevd a cabo la evaluacién del crecimiento y la produccién del BS a diferentes
flujos de aireacion con la cepa IMP-K en un reactor de tipo tanque agitado de 3 L,
los cuales fueron 400, 700, 1000, 15000 mL/min, utilizando aceite de soya como
sustrato. Estos flujos de aire corresponden a 0.33, 0.58, 0.83 y 1.25 vvm (volumen
de aire / volumen de medio de cultivo / min). El efecto de la aireacion sobre la
produccion de biosurfactante se evalué mediante la tensién superficial y dispersion

de aceite.

El efecto de la aireacion sobre el crecimiento de la cepa IMP-K se muestra en la
figura 9.25, donde se observa que a mayor aireacion mayor crecimiento, aunque
entre las aireaciones 1000 y 1500 mL aire/min no hubo diferencia significativa en
las primeras 24 h de cultivo, pero a las 48 h el crecimiento fue mejor con una
aireaciéon de 1000 mL/min. En todas las aireaciones se observd una fase

exponencial de crecimiento y posteriormente una fase estacionaria.
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Figura 9.25 Evaluacion del crecimiento de la cepa IMP-K a nivel reactor tanque

agitado a diferentes aireaciones.

Otro parametro que se monitored durante el cultivo de la cepa IMP-K a nivel reactor
fue el oxigeno disuelto en las 4 aireaciones (Fig. 9.26). Se observd que para los
flujos menores (400 mL/min y 700 mL/min) no se alcanzd mas del 5% de Oz en el
reactor; mientras que a 1000 mL/min se mantuvo alrededor del 15% de O2 .En
cambio a 1500 mL /min subié gradualmente después de las 12 h hasta un 45%. Se
sabe que el oxigeno a menudo limita el rendimiento de los bioprocesos aerdbicos,
debido a la baja solubilidad de oxigeno en los medios acuosos, y por lo tanto su

disponibilidad hacia el microorganismo (Doran, 1995).

De las 0 a la 24 h en todas las aireaciones se tuvo un comportamiento similar, en
cuanto al Oz disuelto con una baja concentracion. Probablemente porque este
periodo, fue el mas activo y el oxigeno se consumié en las 4 aireaciones. Pero

después fue notorio, que a 400 y 700 mL/min el oxigeno fue menor; mientras que a
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1000 y 1500 mL/min el oxigeno disuelto estuvo en mayor concentracién, lo cual

repercutié en mayor crecimiento del microorganismo.
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Figura 9.26 Seguimiento del oxigeno disuelto en el cultivo de la cepa IMP-K en

reactor e diferentes aireaciones.

En cuanto al comportamiento del pH (Fig. 9.27) no hubo diferencia significativa entre
las 4 aireaciones, incrementando su valor a pH ligeramente basico de 6.5 a 8 en las
primeras horas y manteniéndolo hasta el final de la experimentacion. Este
comportamiento, es similar a lo reportado por Vargas (2016) utilizando el mismo
microorganismo, pero a nivel matraz. Este ligero aumento del pH probablemente se
deba a que la fuente de nitrégeno utilizada fue NaNOgs, la cual tiene que ser reducida
a amonio para su utilizacion, este compuesto al estar presente en el medio produce
el aumento de pH de 7 a 8 como ha sido reportado en otros trabajos (Santa-Anna

et al., 2002).
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Figura 9.27 Seguimiento del pH en el cultivo de la cepa IMP-K en reactor a

diferentes aireaciones.

Los resultados también mostraron que la cepa IMP-K, produce satisfactoriamente
el biosurfactante a nivel reactor, ya que la tension superficial disminuyé desde las
24 h, alcanzando una TS minima de 29 mN/m para los cuatro flujos de aireacion
(Fig. 9.28). Esta actividad tensoactiva se mantuvo estable de las 24 a las 96 h, no

mostrando diferencias significativas entre las diferentes aireaciones.
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Figura 9.28 Evaluacion de la produccion de BS por la cepa IMP-K mediante la

tensién superficial a diferentes aireaciones a nivel reactor.

En cambio con la dispersidon de aceite (DA) se aprecio una diferencia significativa
entre los 4 flujos de aire evaluados (Fig. 9.29) para la produccién de BS con la cepa
IMP-K. Se observé que el biosurfactante obtenido con 1500 mL/min de aire produjo
halos de dispersion de aceite similares a los obtenidos con aceite de soya en
evaluaciones preliminares a nivel matraz con valores de 12 cm. Mientras que en el
reactor con el flujo de 1000 mL/min se obtuvo la mayor dispersion de aceite en
comparacioén con los otros flujos y la evaluacion preliminar a nivel matraz, con 13
cm de DA desde la 24 h y hasta las 96 h. En los reactores con menor flujo de
aireacion (400 y 700 mL/min) los halos de dispersion disminuyeron
significativamente alcanzando unicamente 4 cm a las 24 h para 700 mL/miny 48 h

para los 400 mL de aire/min.
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Entre la DAy TS se observo que existe una correlacion indirectamente proporcional
(Figs. 9.28 y 9.29), ya que mientras una aumentaba (DA) la otra bajaba (TS), con

un periodo estable en ambos casos.
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Figura 9.29 Evaluacion de la produccion de BS por la cepa IMP-K mediante la

dispersion de aceite a diferentes aireaciones a nivel reactor.

Durante la experimentacién en los reactores con mayor flujo de aireacién (1000 y
1500 mL aire/min) hubo produccién de espuma (Fig. 9.30), que se formé durante la
fase exponencial y estacionaria, lo que concuerda con otros reportes sobre la
produccion de ramnolipidos en procesos aerdbicos con formacién de espuma
densa, por efecto de la aireacion, agitacion (Rashedi et al., 2005). Por lo que, en el
reactor se integré un colector de espuma en su salida gaseosa permitiendo la
recoleccion de la espuma en un recipiente separado y con ésta se midio la tensidn
superficial. Con esta medicion se corrobor6 que la espuma contenia

biosurfactantes, con un valor de tensién superficial de 29 mN/m. Dicha espuma
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puede ser un factor que altere la produccion del biosurfactantes. De Lima et al.,
(2009) mencionan que probablemente un alto grado de espumacion limita la

velocidad de aireacion del sistema.

Figura 9.30 Cultivo de la cepa IMP-K en reactor tanque agitado con aceite de soya

como sustrato, con aireacion de 1000 mL/min donde hubo formacion de espuma.

Con el BS contenido en el sobrenadante libre de células a diferentes tiempos,
también se llevo a cabo la evaluacién de la dilucion micelar critica (DMC), diluyendo
con agua destilada, hasta encontrar la dilucibn en la que no cambiaba
significativamente la TS. En la figura 9.31 se observa que el biosurfactante
producido con una aireacion de 1000 mL/min, tuvo la mejor DMC de 1:16, ya que
mantuvo la estabilidad de la TS sin variacion significativa con un valor aproximado
de 30 mN/m, sobre todo con el sobrenadante de las 48 h. Aunque el sobrenadante
de la aireacion de 700 mL/min (Fig. 9.31B), también present6 un resultado similar,
el biosurfactante evaluado fue de 96 h. En cambio con las otras aireaciones, la TS

se mantuvo hasta una dilucion de 1:4 sin cambio significativo.
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En general, con las aireaciones de menor flujo (400 y 700 mL/min) se obtienen

maximas concentraciones de biosurfactante con mayores tiempos de incubacion

(72 h y 96 h), mientras que con mayores flujos (1000 y 1500 mL) la mayor

concentracion de BS se obtuvo a las 24 y 48 h de incubacion.

Este comportamiento muestra que el suministro de oxigeno en los reactores con

menor aireacion retrasa la produccion del biosurfactante mientras una aireacion

elevada permite una produccién mas concentrada del biosurfactante en menores

tiempos de incubacién. Con estos resultados también se observa que se tiene una

mayor concentracion del biosurfactante con 1000 mL aire/min a un tiempo de 48 h.
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Figura 9.31 Evaluacion de la tensién superficial con el sobrenadante libre de células

del cultivo de la cepa IMP-K a diferentes tiempos de incubaciéon y realizando

diluciones.
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9.5.1 Separacion parcial del biosurfactante y rendimiento

Con el cultivo de las 48 h proveniente de los reactores a las diferentes aireaciones,
se realizd la separacion parcial del biosurfactante por liofilizacién, encontrando una
produccion de BS de 11.3, 10.0, 22.5 y 11.75 g/L para las aireaciones de 400, 700,
1000 y 1500 mL aire/min, respectivamente. Con estos bioproductos se determiné la
concentracion micelar critica (CMC) (Fig. 9.32). Considerando la TS que se obtuvo
a las diferentes concentraciones, el rendimiento de cada BS y la CMC, la mejor
aireacion fue de 1000 mL/ min, con una CMC de 1380 mg/L y una TS de 35 mN/m

para la produccion de BS con la cepa IMP-K a nivel reactor.

Este resultado se puede comparar con un estudio hecho por Tayebe et al. (2013)
quienes obtuvieron una concentracion del biosurfactante similar (20.9 g/L) con
Pseudomona aeruginosa MRO1 utilizando aceite de soya como sustrato en reactor
tanque agitado de 50 L con 1 vvm de aireacion y 300 rpm de agitacion. Cabe

mencionar que esta concentracion fue después de 200 h de incubacion.

Otro estudio hecho por Mercadé et al. (1993), utilizando efluente de aceite de oliva
como sustrato en reactor tanque agitado de 2 L, con 1 vvm de aireacién y 1000 rpm
de agitacion obtuvieron una concentracion maxima de 1.4 g/L de BS producido por
Pseudomonas aeruginosa después de 150 h de incubacion. En este caso la
obtencién del ramnolipido se hizo separandolo con n-hexano del medio y
posteriormente con una precipitacién acida y una extraccion con acetato de etilo.
Por lo cual la produccion de BS es menor al obtenido con la cepa IMP-K, en el cual
la separacion fue parcial y el bioproducto crudo.
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Figura 9.32 Evaluacion de la TS a diferentes concentraciones de BS proveniente
de las 48 h de cultivo de la cepa IMP-K a nivel reactor a diferentes aireaciones: A)
400, B) 700, C) 1000 y D) 1500 mL aire/min.

9.6 Cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante con la cepa IMP-

K en reactor de tipo tanque agitado

Con la mejor aireacién (1000 mL/min) para la produccion de biosurfactante y
condiciones establecidas en etapas anteriores del estudio (Seccion 6.5) se llevo a
cabo una cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante con la cepa IMP-
K, con la finalidad de verificar el mejor tiempo de produccién, asi como determinar
la actividad tensoactiva, concentracion micelar critica y el rendimiento del BS. Esta
cinética se llevo a cabo utilizando dos sustratos, aceite de soya nuevo (AS) y aceite
gastado de cocina (AGC). En las figura 9.33 a 9.43 se presentan los resultados de

las dos cinéticas.
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El crecimiento de la cepa IMP-K con ambos sustratos, indica que fue mejor con el
AGC (Fig. 9.33), donde se obtuvo una biomasa de 3.2 g/L evaluada como proteina.
Mientras que con el AS se obtuvo menos de la mitad del crecimiento, con tan solo
1.3 g/L de proteina. Aunque en ambas cinéticas se tuvo un perfil similar, con una
fase exponencial hasta las 24 h y después de este tiempo una fase estacionaria.
Esto concuerda con Benicasa et al. (2002) que mencionan que inicialmente la
produccion de biosurfactante se lleva a cabo en la fase de crecimiento exponencial,
pero cuando el crecimiento microbiano cesa y se logra una fase estacionaria, la
sintesis de ramnolipidos continua, lo que sugiere una produccién biosurfactante
asociada al crecimiento microbiano, también como un metabolito secundario. Sin
embargo, Hauser y Karnovsky (1991), demostraron que glicolipidos de
Pseudomonas aeruginosa fueron secretados en el medio durante la fase
estacionaria cuando el nitrégeno estaba agotado en el medio. Otro estudio hecho
por Van Hamme et al.,, (2003) obtuvieron un aumento en la produccién de
ramnolipidos en la fase estacionaria sugiriendo la acumulacion del biosurfactantes
como metabolito secundario para este microrganismo. Es importante notar que para
la cepa IMP-K la produccion de biosurfactante no solo se da en la fase estacionaria,
sino que inicia en la fase exponencial por lo que también esta asociada al

crecimiento microbiano.

Al evaluar las velocidad de crecimiento de la cepa IMP-K se observo que se tiene

un crecimiento mas rapido en aceite gastado de cocina, el cual tuvo una velocidad
de crecimiento de (i) 0.1256 h-' con un tiempo de duplicacion (ts) de 5.51 h en
comparacion con el aceite de soya el cual presenté una velocidad de crecimiento

(1) de 0.1013 h™' con un tiempo de duplicacion (td) de 6.84 h.
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Figura 9.33 Cinética de crecimiento de la cepa IMP-K en reactor tanque agitado con

dos sustratos aceite de soya nuevo (AS) y aceite gastado de cocina (AGC).

Ademas, durante la cinética con aceite de soya se observé en fresco, el caldo de
cultivo con un microscopio de contraste de fases (Fig. 9.34), donde se puede ver la
incorporacion del sustrato (aceite de soya) a la fase acuosa conforme avanzaba el
tiempo de experimentacién hasta las 48 h. Conforme se producia el BS el sustrato
se solubilizaba haciéndolo disponible para el microorganismo, ya que se observan

mayor numero de gotitas de aceite incorporados a la fase acuosa.
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Figura 9.34 Observacion microscopica en fresco de la cepa IMP-K, cultivada en
reactor con aceite de soya nuevo (AS) hasta las 48 h de incubacion, con microscopio

de contraste de fases a 100X.

La produccion de espuma se empezd a observar desde las 24 horas, la cual
aumenté hasta el final del experimento (Fig. 9.35). La produccion de espuma se ha
visto como un inconveniente durante la produccién de biosurfactantes (Chayabutra
et al., 2001; Reiling et al., 1986), ya que el exceso de la espuma generada sale a
través del ducto de la salida de aire y bloquea la salida de aire filtrado. Esto puede
incrementar el riesgo de contaminacion, disminucion en la productividad y pone en
peligro todo el proceso. Un control mecanico de la espuma es una alternativa a
considerar; por ejemplo, adicionando un separador de esta (Miller et al., 2010). Sin
embargo algunos estudios sugieren que la produccién de ramnolipidos participan
activamente en la proteccion contra el estrés oxidativo de Pseudomonas,
previniendo la entrada de oxigeno a través de la capa de espuma formada en la
superficie (Kim et al., 2003; Sabra et al., 2002), por lo cual se puede ver como una
oportunidad de la recuperacion del biosurfactante a través de la espuma colectada,
a la cual se le midi6 tension superficial y para el caso de la cepa IMP-K fue de 28

mN/m.
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Figura 9.35 Evolucién del cultivo de la cepa IMP-K en reactor con aceite de soya
nuevo (AS) durante 0, 8, 24, 48, 76,82 y 92 h.

En cuanto a la actividad tensoactiva (Fig. 9.36), las cinéticas mostraron un
comportamiento similar al realizado en la evaluacién previa con el mismo flujo de
aire; donde se tuvo una TS promedio de 29 mN/m, que se alcanz6 desde las 24 h'y
hasta el final de los experimentos para ambos sustratos. La produccién del BS con
ambos sustratos se inicié desde las primeras horas, alcanzando una disminucion
maxima de la TS después de las 24 h. El perfil de la TS fue similar con ambos

sustratos, con una TS minima de 29 mN/m.
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Figura 9.36 Cinética produccion de biosurfactante con la cepa IMP-K, mediante la
TS en reactor tanque agitado, con aireacion de 1000 mL/min con aceite de soya

(AS) y aceite gastado de cocina (AGC) como sustratos.

En cuanto a la DA se alcanzé el maximo halo de dispersion para ambos sustratos
desde las 24 h (Fig. 9.37). Con el AGC fue ligeramente mejor con halos de 13.3 cm,

mientras que con AS se alcanz6 un maximo de DA de 11.6.
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Figura 9.37 Cinética produccion de biosurfactante con la cepa IMP-K, mediante la
evaluacion de DA en reactor tanque agitado, con aireaciéon de 1000 mL/min con

aceite de soya (AS) y aceite gastado de cocina (AGC) como sustratos.

En la figura 9.38 se observa un aumento gradual del halo de dispersién por efecto
del biosurfactante producido por la cepa IMP-K en reactor con aceite de soya como
sustrato, el halo comienza de 1 cm hasta alcanzar su maximo de 11.6 cm a las 52

h. Después comienza a disminuir ligeramente hasta las 96 h.
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Figura 9.38 Evaluacién de la dispersidon de aceite con muestras del cultivo de la
cepa IMP-K en reactor con aceite de soya como sustrato a diferentes tiempos de

incubacion

Con el BS contenido en el sobrenadante también se llevé a cabo la evaluacion de
la dilucién micelar critica (DMC) a diferentes tiempos con ambos sustratos (AS vy
AGC) al igual que en las cinéticas preliminares. En la figura 9.39 A se observa que
el biosurfactante producido con AS, tuvo la mejor DMC de 1:8 con el sobrenadante
de las 48 h, ya que mantuvo la TS sin variacion significativa con un valor aproximado
de 31 mN/m; en cambio en la cinética realizada con AGC (Fig. 9.39 B) se tuvo un
mejor resultado con una DMC de 1:16 a las 48 h, con una TS de 31 mN/m y el la
dilucion 1:32 se obtuvo un TS de 32 mN/m. Esto puede ser indicativo, de que el
microorganismo prefirio el aceite gastado de cocina para producir el BS. En general,
con ambos sustratos se obtienen maximas concentraciones de biosurfactante a las

48 h de incubacion.
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Figura 9.39 Evaluacion de la tension superficial con el sobrenadante libre de
células del cultivo de la cepa IMP-K diluido y sin diluir a diferentes tiempos de

incubacion con dos sustratos: A) aceite de soya, B) aceite gastado de cocina.
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El biosurfactante producido por la cepa IMP-K en reactor tanque agitado utilizando
AS y AGC como sustrato fue parcialmente purificado como se indica en la seccion
8.7. Al producto obtenido (polvo) se le evalué su CMC (Figura 9.40). Se observé
una CMC menor con el producto crudo liofilizado de AGC con un valor de 749 mg/L
con una TS 30 mN/m en comparacion con el AS el cual fue de 1554 mg/L con una
TS 32 mN/m. Lo anterior reafirma que el aceite gastado de cocina es un mejor
sustrato para la obtencion de BS por la cepa IMP-K. Estos valores son comparables
con un estudio realizado con Pseudomonas aeruginosa para la produccion de
biosurfactantes utilizando aceite de soya como sustrato, donde obtuvieron un valor
de CMC de 800 mg/L (Suryanty et al., 2009). Ademas, la CMC obtenida para ambos
sustratos del presente trabajo, es mucho menor comparada con algunos
surfactantes sintéticos, por ejemplo, dodecil sulfato de sodio (SDS) que presenta un
valor de CMC de 2100 mg/L (Chen et al., 2006).
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Figura 9.40 Evaluacion de la Tension Superficial con el producto parcialmente
purificado (biosurfactante) de la cepa IMP-K con dos sustratos (AS y AGC) a

diferentes concentraciones.
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También se cuantificé el sustrato no consumido para ambas fuentes de carbono (AS
y AGC) (Fig. 9.41), apreciandose que en el mejor tiempo (48 h) de produccion de
BS para el AS ya se habia consumido el 56%; mientras que para el AGC sdlo se
consumio 40%. Al final de la cinética (96 h) el consumo de sustrato con AS fue del
86.5% y para el AGC de 52.3%. Lo anterior muestra que el consumo de sustrato de
la cepa IMP-K es menor en AGC. Ademas, indica que las dos fuentes de carbono

no parecen ser un sustrato limitante para su crecimiento.

Resultados similares fueron observados en un estudio con Bacillus subtilis LAMIO05
para la produccion del biosurfactante “surfactina” en un biorreactor de 4 L con
glucosa (20 g/L) como sustrato; donde reportan una gran cantidad de sustrato
residual (60%) al final del proceso (Davis et al., 1999). Por lo que concluyeron que
la produccién de biosurfactante no estaba limitada por la fuente de carbono, ya que
el sustrato no se consumio totalmente y la surfactina se incrementd hasta el final del

proceso de fermentacion, con una concentracién maxima de 263.64 mg/L.
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Figura 9.41 Evaluacién del sustrato consumido durante el cultivo de la cepa IMP-K

con AS y AGC en reactor.

Al cuantificar el BS obtenido durante las cinéticas con ambos sustratos (Fig. 9.42)
se pudo apreciar que con el AGC se obtuvo mayor rendimiento (24 g/L) a las 48 h.
En cambio con el AS se obtuvo casi la mitad (12.4 g/L) a las 48 h. Esto indica que
la cepa IMP-K prefiere al AGC como sustrato para la producciéon de biosurfactante,
ya que tiene una mejor produccién de este bioproducto. Al utilizar este sustrato

residual se disminuye el costo de produccién del biosurfactante.
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Figura 9.42 Evaluacion del biosurfactante crudo obtenido por liofilizacion,
proveniente del cultivo en reactor a las 48 h, con dos sustratos aceite de soya (AS)

y aceite gastado de cocina (AGC).

Borges et al. (2015) trabajaron con el cultivo de Pseudomonas aeruginosa en
reactor en lote a 30°C para la produccién de ramnolipidos, utilizando glucosa como
fuente de carbono, evaluaron diferentes aireaciones y agitaciones encontrando que
la mejor condicion fue 1.2 vwvm y 600 rpm con un rendimiento de ramnolipidos de
5.37 g/L y TS de 25.6 mN/m a las 48 h. Esta produccién es menor a la obtenida en
este trabajo (24 g/L), debido a que estos autores realizaron una separacién por
precipitacion con acido y extraccion con acido tioglicélico y en el caso de la cepa
IMP-K la separacion fue parcial obteniendo un producto crudo.

En otro trabajo realizado con Pseudomonas aeruginosa PACL para la produccion

de biosurfactante, obtuvieron 3.3 g/L de ramnolipidos con una aireacion de 0.5 vvm,
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550 rpm, a 30° C y utilizando aceite de soya como fuente de carbono (De Lima et
al., 2009). Este ramnolipido separado y extraido del cultivo de reactor a las 54 h
produjo una TS de 26.0 mN/m. Los resultados de este trabajo muestran que cuando
el biosurfactante se separa y extrae parcial o totalmente, la cantidad que se obtiene

de este bioproducto es menor.

En comparacion con otros estudios los resultados obtenidos en este trabajo en
cuanto a TS, Tl y concentracion de biosurfactante (28 mN/m, 1 mN/m y 24 g/L)
muestran claramente la eficiencia de la produccion de biosurfactante por la cepa
IMP-K.

9.6.1 Rendimiento del proceso

Para determinar el rendimiento del producto crudo parcialmente purificado se

realizaron algunas consideraciones:

e El contenido de proteina microbiana equivale al 50 % del peso seco de la
célula (Madigan, 2012).

e La biomasa microbiana esta constituida aproximadamente del 45-50% de
carbono (Quintero, 1990).

e En la literatura esta reportado que Pseudomonas aeruginosa produce
biosurfactantes del tipo ramnolipidos (Soberéon, 2011), los cuales se
producen en una mezcla de mono y di-ramnolipidos y sus diferentes
isbmeros. Debido a que no se tenia la caracterizacion quimica del
biosurfactante producido por la cepa IMP-K, se tomd en cuenta la anterior
informacion, pero considerando la féormula condensada de un ramnolipido

promedio: Cs2Hs8O13 (Ricalovic et al., 2011).
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La estimacion del rendimiento para el producto parciamente purificado (Anexo 3)
con AS como sustrato arrojé un rendimiento de biomasa con respecto al consumo
de sustrato (Yxs) de 0.193, un rendimiento de producto con respecto al consumo
de sustrato (Yrss) de 0.4255 y un rendimiento de otros productos (Y otros productos) de
0.3810. Para AGC el valor de Yxss fue de 0.4910, y el de Yris de 0.7740. Estos
resultados muestran que es mas efectivo el AGC para la produccion de

biosurfactante con la cepa IMP-K.

Santa Anna et al. (2002) utilizaron Pseudomonas aeruginosa PA1 con glicerol como
sustrato y obtuvieron un rendimiento de Ypis = 0.13, la cuantificacion del BS fue
solamente con el cultivo libre de células y evaluacion sobre la parte carbohidratada
(ramnosa) del biosurfactante producido. Otro estudio hecho por Haba et al., (2000)
utilizando el mismo microorganismo con aceite gastado de cocina obtuvieron un
valor de Ypis de 0.34. El BS fue medido como ramnosa. Los resultados de este
trabajo y los obtenidos con la cepa IMP-K demuestran que la produccion de BS es
mejor con sustratos residuales. Por otro lado, con la cepa IMP-K se obtuvieron
mejores rendimientos de producto con respecto al consumo de ambos sustratos
(AGC y AS) comparados con los rendimientos obtenidos por Santa Anna et al.
(2002) y Haba et al., (2000) con sustratos similares (un sustrato nuevo y aceite

gastado de cocina, respectivamente).

9.7 Evaluacion de la efectividad del BS después de su almacenamiento

Al BS producido a nivel reactor contenido en el sobrenadante, se le evalu6 su
efectividad mediante la determinacién de tension superficial (Fig. 9.43) después de
8 meses en conservacion a 4°C. Los resultados muestran que el BS producido por
la cepa IMP-K conserva su actividad tensoactiva con valor de 29 mN/m en promedio,
después de su almacenamiento. Lo cual indica su estabilidad para ser conservado

en refrigeracion durante su uso.
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Figura 9.43 Evaluacion de la actividad tensoactiva del BS producido por la cepa
IMP-K con AS como sustrato, contenido en el sobrenadante durante su

almacenamiento en refrigeracion.
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10.

CONCLUSIONES

La cepa IMP-K se reactivd satisfactoriamente y se corroboré su pureza,

mostrando capacidad de crecer en sustratos aceitosos.

La cepa IMP-K es un microorganismo Gram negativo con forma bacilar,
capaz de producir biosurfactantes cuando se cultiva con aceite de soya y

aceite gastado de cocina como sustratos.

A nivel matraz el biosurfactante producido por la cepa IMP-K es capaz de
reducir la tension superficial hasta valores de 28 mN/m y provocar dispersion

de aceite de hasta 12 cm.

A nivel matraz la DMC se obtuvo con una dilucién de 1:6 con ambos sustratos
(ASY AGC), manteniendo la TS en valores de 29-31 mN/m sin diferencia

significativa.

A nivel matraz la mayor produccion de biosurfactante se obtuvo desde las 24
h cuando se utiliza aceite de soya y a las 48 h con aceite gastado de cocina

como sustratos.

La presencia o ausencia de oxigeno afecta el crecimiento y produccién de
biosurfactante de la cepa IMP-K, favoreciéndose con las mayores

concentraciones de este gas y disminuyendo en condiciones anaerobias.
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La temperatura afecta el crecimiento y produccién de BS para la cepa IMP-
K, siendo mejor la produccion a 30° C. En cambio la temperatura de 50° C

inhibe el crecimiento y la produccién de biosurfactante.

El biosurfactante producido por la cepa IMP-K tuvo la capacidad de formar
emulsiones con el aceite pesado, aunque con un porcentaje bajo (22.8%).
Este biosurfactante también fue capaz de reducir la Tl de un aceite pesado
hasta 0.8 mN/m. La mayor disminucién de la Tl (90%) se logré con los
tratamientos a 30° C con salinidad (50 g/L NaCl) y 60° C sin sal. Con esto se
muestra el potencial de aplicacion de los biosurfactantes producidos por las

cepa IMP-K en la recuperacion de hidrocarburos.

El escalamiento de la produccion de biosurfactante con la cepa IMP-K de
matraz a reactor tipo agitado fue factible, se obtuvieron resultados similares
que los obtenidos a nivel matraz con ambos sustratos en cuanto a TS (28
mN/m), pero con un incremento en la actividad dispersante hasta 13.3 cm en

aceite gastado de cocina.

La aireacion afectd la produccion de biosurfactante cultivado con aceite de
soya como sustrato , siendo mejor 1000 mL/min, con una TS a 48 h de 28
mN/m y DA de 13.3 cm y con una CMC 1300 mg/L.

El aceite gastado de cocina es un mejor sustrato para la produccion de BS
con la cepa IMP-K, con un rendimiento de 24 g/L de producto crudo en

comparacion con el aceite de soya cuyo rendimiento fue 12.4 g/L.

La cepa IMP-K es capaz de producir BS con aceite de soya nuevo y con
aceite gastado de cocina. Por lo tanto el aceite gastado de cocina es una
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fuente alternativa econdémica y viable para la produccion de biosurfactante,

por lo tanto con este sustrato se pueden disminuir los costos de produccion.
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11.

PERSPECTIVAS A FUTURO

Realizar el escalamiento para la produccion del BS a nivel industrial,
empezando por realizar el crecimiento del microorganismo y produccion de

BS en un reactor a escala piloto.

Evaluar el efecto de la agitacién a nivel reactor sobre la produccion de BS

con la cepa IMP-K.

Evaluar concentraciones mayores de aceite residual como sustrato y
determinar si el microorganismo es capaz de consumir mayores cantidades

de este sustrato y producir mayor biosurfactante.

Evaluar mas detalladamente la produccion del biosurfactante en la espuma
producida, ya que se vio un concentrado del BS alto en ésta. También se
debe evaluar su obtencion mediante un reciclador de espuma integrado,

fraccionando la espuma producida.

Evaluar la produccion de BS utilizando otros tipos de alimentacién de

nutrientes al reactor, con una alimentacién continua o intermitente.

Realizar la purificacién y caracterizacion quimica del BS.

Evaluar el efecto del BS sobre diferentes tipos de aceites determinando el
efecto tensoactivo que provocan o mediante la modificacion de las

propiedades reoldgicas de los aceites.

Evaluar la aplicacién del BS en sistemas de recuperacién en medio poroso

impregnados con hidrocarburo.
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e Estudiar la estabilidad del BS a diferentes temperaturas, y salinidades.

e Considerar utilizar el BS junto con otros compuestos, como polimeros y

alcalis, para potenciar su eficiencia en la recuperacion de hidrocarburos.
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13. ANEXOS

13.1 Anexo 1. Observacion de microorganismos en microscopio

Observacion en fresco con microscopio de contraste de fases
En un portaobjetos previamente desengrasado se coloca en el centro una gota del
cultivo liquido a evaluar, se cubre con un cubreobjetos y se observa directamente

en el microscopio de contraste de fases a 100 X con aceite de inmersion.

Observacion en microscopio optico
La observacion de microorganismos en microscopio optico se debe realizar con una
preparacion del cultivo fijada sobre un portaobjetos y posteriormente tefida con la

tincion de Gram.

Tinciéon de Gram

Esta tincion se utiliza para bacterias y sirve para diferenciar aquellas que son Gram
positivas de las Gram negativas, de acuerdo a la coloracién que adquieren, las
primeras se colorean de color violeta, mientras que las segundas se colorean de
rojo. Lo anterior depende de la estructura que tengan las bacterias en su pared

celular en cuanto a los lipidos y proteinas que contienen.

e Para realizar la tincion de Gram se toma un portaobjetos previamente
desengrasado y se coloca en el centro del mismo una gota del cultivo liquido
a evaluar.

e Se procede a la fijacion de la muestra. Para ello se pasa lentamente el
portaobjetos, en forma horizontal, sobre la llama de un mechero,
manteniendo la muestra hacia arriba. La operacién se repite hasta sequedad
total, cuidando evitar la combustion de la muestra.

e La muestra se tifie con los reactivos de la tincion de Gram:

o Adicionar solucién de cristal violeta (1%) sobre la muestra y dejar un
minuto.
o Eliminar esta solucion con agua destilada
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Adicionar solucién de lugol (yodo-yodurada) y dejar actuar 1 minuto.
Esta solucidn sirve como fijador del color violeta, para las células que
se hayan tefido con el colorante cristal violeta y que corresponden a
bacterias Gram positivas.

Eliminar esta solucién con agua destilada

Adicionar una solucién de alcohol-cetona para eliminar el exceso de
colorante violeta.

Lavar con agua destilada

Adicionar solucion de safranina (colorante rojo) y dejar actuar por 1
minuto. Las células que no se tifieron con el colorante de cristal violeta,
se tefiran con este colorante y se tornaran rojas que indica que son
bacterias Gram negativas.

Lavar con agua destilada

Dejar secar la muestra

Observar en el microscopio optico con el objetivo de 100x.
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13.2 Anexo 2. Curva patron para evaluacién de proteinas

Para realizar la medicion de proteinas primero se realizé una curva patron (Fig. A1)

con albumina de huevo a las concentraciones indicadas en la Tabla A1.

Absorbancia (595 nm)

Tabla A1. Valores de la curva patron de proteinas.

Proteina Absorbancia a 595 nm Promedio Desviacion
(mg/L) Estandar
3 0 0.018 0.042 0.020 0.021
5 0.08 0.038 0.075 0.064 0.023
10 0.144 0.082 0.150 0.125 0.038
20 0.18 0.178 0.199 0.185 0.012
30 0.285 0.264 0.215 0.254 0.036
50 0.294 0.414 0.358 0.355 0.060
70 0.415 0.453 0.565 0.477 0.078
0.6
0.5
y =0.0061x + 0.0559
R2 =0.9921
0.4
0.3
0.2
0.1
0 T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentracion (mg/L)

Figura A1. Curva patron de proteinas (albumina de huevo).
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13.3 Anexo 3. Calculo del rendimiento

Parametro Unidades Valor |Rendimiento Valor
Sustrato (AS) inicial mL/L 15.000 Yxis 0.1934
Sustrato (AS) inicial g/L 13.785 Yris 0.4255
Densidad AS g/mL 0.919 Ypix 2.2002
Sustrato utilizado % 63.900

YOtI’OS
Sustrato utilizado g/L 8.809 bioproductos 0.3810
CT en AS % 65.0
CT en sustrato utilizado g/L 5.726
Biomasa (Proteina) g/L 1.107
Proteina microbiana del
peso seco de células % 50.0
Biomasa Total (Peso
Seco) g/L 2.215
CT Biomasa % 50.000
CT Biomasa cepa IMP-
P g/L 1.107
Biosurfactante
producido g/L 4.130
CT Biosurfactante* % 59.0
PM biosurfactante g/mol 650.790
CT Biosurfactante g/L 2.437

*considerando un ramnolipido (C32H58013)
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Parametro Unidades Valor Rendimiento Valor
Sustrato (AGC) inicial mL/L 15.000 Yxis 0.491
Sustrato (AGC) inicial g/L 13.757 Yris 0.774
Densidad AGC g/mL 0.917 Yrpix 1.576
Sustrato utilizado % 49.9

Yotros
Sustrato utilizado g/L 6.864 bioproductos -0.265
CT en AGC % 89.0
CT en sustrato utilizado g/L 6.109
Biomasa (Proteina) g/L 3.0
Proteina microbiana del
peso seco de células % 50.000
Biomasa Total (Peso
seco) g/L 5.999
CT Biomasa % 50.0
CT Biomasa cepa IMP-
P g/L 3.0
Biosurfactante
producido g/L 8.014
CT Biosurfactante* % 59.000
PM biosurfactante g/mol 650.790
CT Biosurfactante g/L 4.728

*considerando un ramnolipido (C32H58013)
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