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Resumen

La produccion de biosurfactante por la cepa IMP-G fue optimizada implementando
un disefio experimental Taguchi empleando 4 factores (carbono, NaNOs, MgSOay
CuSO0a4) a 3 niveles (concentracion baja, media y alta). Los menores valores de
tension superficial fueron obtenidos con mascabado como fuente de carbono, y las
siguientes concentraciones de nutrientes 0.001 gL de CuSO4, NaNO3 2.5 gL y
MgSOa4 0.6 gL

Se encontré que el crecimiento celular y la produccion de biosurfactante fueron
fuertemente afectadas por los elementos del medio de cultivo y las condiciones de
fermentacién. Bajo las mejores condiciones el biosurfactante redujo la tension
superficial de 72 a 28.44 mN/m. En las mediciones con crudo pesado-biosurfactante
la tension interfacial fue de 2.53 mN/m y con crudo ligero de 0.93 mN/m. En
contraste, los sistemas sin biosurfactante presentaron valores de tension interfacial
mas altos en el sistema crudo pesado/agua fue 12.91 mN/m y para crudo ligero/
agua fue de 14.62 mN/m, lo que evidencia la actividad del biotensoactivo.

Las condiciones ambientales 6ptimas de crecimiento y produccién de biosurfactante
fueron temperatura de incubacion de 30 °C y pH neutro. Se comprobo que la cepa
es tolerante a concentraciones hasta de 25 gL de NaCl y la cepa puede producir
el biosurfactante en condiciones facultativas.

Los resultados de la produccion del lote en el biorrector indicaron un rendimiento de
1.8 gL con una tensién superficial de 27.48 mN/m.

El biosurfactante obtenido fue caracterizado por espectroscopia de transmisién de
infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR), la estructura quimica obtenida fue
similar a la que presenta la surfactina.



1. Introduccidén

Los biosurfactantes son compuestos anfifilicos con un componente hidrofilico, tal
como aminoacidos, péptidos, sacaridos y un componente hidréfobo como lipidos
saturados o insaturados y acidos grasos. Estos compuestos son producidos en las
superficies celulares microbianas, o excretados extracelularmente (Banat et al.,
2010). Su principal caracteristica es la propiedad de reducir la tension superficial e
interfacial entre dos fluidos inmiscibles de diferentes polaridades (Calvacante,
2008). Los mejores biosurfactantes presentan valores bajos de concentracion
micelar critica (CMC), reduccién de la tension superficial del medio de cultivo a
menos de 30 mN / m y tensién interfacial cercanos a 1 mN/m (Amani, 2010).

A diferencia de los surfactantes quimicos, los biosurfactantes presentan varias
ventajas incluyendo baja o nula toxicidad, alta biodegradabilidad y efectividad en
temperaturas extremas, pH extremo y alta salinidad (Rodrigues et al., 2006a).

Estructuralmente hay diversos grupos de moléculas surfactantes sintetizadas por
diferentes microrganismos: rhamnolipidos por Pseudomonas aeruginosa, surfactina
por Bacillus subtilis y soforolipidos por Candida bombicola (Desai y Banat, 1997; Lu
et al., 2007).

El creciente interés en los Ultimos afios por estos compuestos, se ha dado por su
potencial aplicacion en la industria alimenticia, farmacéutica, cosmética y petrolera.
Las principales aplicaciones en esta Ultima industria son en la bioremediacion de
suelos contaminados con hidrocarburos y recuperacién mejorada del petréleo por
via microbiana (Microbial Enhanced Oil Recovery, MEOR por sus siglas en
ingles) por sus siglas en ingles) (Haddad et al., 2009).

Las propiedades de los biosurfactantes son muy importantes en MEOR. La
reduccion de la tension interfacial provoca la caida de las fuerzas capilares
requerida para liberar el aceite atrapado en los poros de la roca, desplazando el
aceite desde los poros a la fase liquida mévil (Gabitto, 2006).

Los estudios han indicado que la produccién de biosurfactantes puede ser afectada
por factores inherentes al medio de cultivo como son: la naturaleza y concentracion
de la fuente de carbono, nitrégeno, vitaminas, fosforo, sodio, magnesio, hierro, zinc
y manganeso. También afectan las condiciones operacionales empleadas, entre
ellas: pH, temperatura, proporcion de la diluciébn en cultivo continuo, tiempo de
cultivo, agitacion y aireacion (Cortés-Sanchez et al., 2013).



1.1 Marco tedrico

Biosurfactantes

Los biosurfactantes son compuestos tensoactivos producidos en la fermentacion
por microorganismos como bacterias (Bacillus subtilis y Lactobacillus) hongos
(Aspergillus y Geotrichum) y levaduras (Candida y Saccharomyces cerevisiae).
Como los surfactantes quimicos, los biosurfactantes tienen la capacidad de
disminuir la concentracién de liquidos en la superficie y en la interfase, y formar
micelas y microemulsiones entre dos fases diferentes. Sus principales
caracteristicas beneficiosas incluyen baja toxicidad, alta biodegradabilidad vy
compatibilidad ambiental (Santos da Silva et al., 2015).

Sintesis de los biosurfactantes

Los biosurfactantes son producidos por una variedad de microorganismos,
secretados extracelularmente o unidos a la célula (Martinez, 2011).

e Produccion de biosurfactantes por fermentacion
Dependiendo de la naturaleza del biosurfactante y el microorganismo productor, los

siguientes patrones de produccion por fermentacion son posibles: a) produccion
asociada al crecimiento, b) produccién bajo condiciones limitadas del crecimiento,
c) produccion con células en reposo/no crecimiento o inmovilizadas y d) produccién
asociada a la adicion de precursores (Rodrigues et al., 2006a).

e Produccién bajo condiciones limitadas del crecimiento
La produccion bajo condiciones limitadas del crecimiento esta caracterizada por un

aumento de la cantidad del biosurfactante como resultado de la limitacién de uno o
mas componentes del medio de cultivo. Algunos investigadores han demostrado
una sobreproduccién de biosurfactante por Pseudomonas sp., cuando el cultivo
llega a la fase estacionaria de crecimiento debido a la limitacion de nitrégeno y fierro
(Jiménez et al., 2010; Mulligan y Gibbs, 1989).

e Produccion en reposo o por inmovilizacion de células
En la produccion de biosurfactantes en reposo o por inmovilizacion no hay

multiplicacion de células; sin embargo, éstas siguen utilizando la fuente de carbono
para la sintesis de biosurfactantes. Algunos ejemplos de este tipo incluyen la
produccion de ramnolipidos por Pseudomonas sp. (Reiling et al.,, 1986) y P.
aeruginosa CFTR-6 (Ramana y Karanth, 1989), la produccion de soforolipidos por
Candida apicola (Hommel y Huse, 1993) y tetraéster de trehalosa por Rhodococcus
erythropolis (Syldatk y Wagner, 1987). Este tipo de mecanismo permite la reduccién
de costos de recuperacion del producto, ya que el crecimiento y las fases de
formacion del producto pueden ser separadas (Desai y Banat, 1997).



e Produccion con precursores
Se ha reportado que la adiccion de precursores de biosurfactantes en el medio de

cultivo causa cambios en la cantidad y la calidad del producto. Por ejemplo, la
adiccion de compuestos lipofilicos al medio de cultivo de Torulopsis magnoliae, T
bombicola y T. apicola incrementa la produccion del biosurfactante con
rendimientos de 120 a 150 g/L (Desai y Banat., 1997; Tulloch et al., 1968).

Clasificaciéon de los biosurfatantes

Una de las formas de clasificar a los biosurfactantes es por su estructura quimica.
Los biosurfactantes poseen una parte hidrofilica que consiste generalmente de
alguna de las estructuras siguientes: aminoacidos, péptidos aniénicos o catidnicos
y carbohidratos; mientras que la parte hidrofébica regularmente esta constituida de
acidos grasos saturados o insaturados. Los biosurfactantes mas estudiados han
sido los glicolipidos, lipopéptidos y lipoproteinas, fosfolipidos y acidos grasos,
tensoactivos poliméricos y tensoactivos particulados (Desai y Banat, 1997).

Glicolipidos

Los glicolipidos pueden subclasificarse en ramnolipidos, trehalolipidos vy
soforolipidos. Los ramnolipidos estan constituidos por mono y disacaridos de
ramnosa (Fig. 1a). Los trehalolipidos estan constituidos por el disacarido trehalosa,
en el que a cada unidad de glucosa se encuentra ligada a un 4cido graso (Fig. 1b).
La estructura de los soforolipidos tiene como base al disacarido soforosa, el cual se
encuentra ligado ya sea a una molécula de acido esteérico (acido graso saturado)
0 a una molécula de acido oleico (acido graso insaturado) (Fig. 1c) (Jiménez et al.,
2010).
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Figura 1.1 Estructuras de los principales glicolipidos, a) mono- y dirammnolipidos; b) estructura
principal de un trehalolipido; c) soforolipido en equilibrio con su forma de lactona.

Lipopeptidos

Dentro de las estructuras de tipo lipopéptido, con significativa capacidad
biotensoactiva, se tiene a los lipopéptidos ciclicos tales como la gramicidina y las
polimixinas (Fig. 1.2a y 1.2b). Estas dos clases de biosurfactantes poseen actividad
antibacteriana debido a su capacidad de solubilizar enzimas de la membrana. Otro
biosurfactantes perteneciente a este grupo y reconocido como uno de los mas
poderosos es la surfactina (Fig. 1.2c), que en concentraciones menores del 0.005
% en peso reduce la tension superficial del agua de 72 a 27.9 N/m (Arima et
al. 1968).
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Figura 1.2 Estructura de los tres principales lipopéptidos con actividad tensoactiva. a) Gramicidina
S; b) Polimixina B; c) Surfactina.

Biosurfactantes poliméricos

Los biosurfactantes poliméricos estan constituidos por diversos grupos quimicos.
Un ejemplo es el producto comercial emulsan (Fig. 1.3), en el cual los acidos grasos
se encuentran ligados a un esqueleto de heteropolisacaridos (Rosenberg et
al. 1979). Otro biosurfactante polimérico es el liposan, cuya estructura esta
constituida principalmente de carbohidratos y proteinas (Cirigliano y Carman 1984).



(

Figura 1.3 Monomero del biosurfactante polimérico emulsan.

Biosurfactantes particulados

Las vesiculas y células microbianas con activad tensoactiva son denominadas
biosurfactantes particulados. Ejemplos de microorganismos con una elevada
hidrofobicidad son las cianobacterias y algunos microorganismos patégenos del
género Serratia (Jiménez et al., 2010).

La actividad surfactante en la mayoria de las bacterias patégenas y degradadoras
de hidrocarburos se atribuye a varios componentes de la superficie celular, que
incluyen estructuras como la proteina M y el acido lipoteicoico en el caso de
estreptococos del grupo A, proteina A en Staphylococcus aureus, capa A en
Aeromonas salmonicida, prodigiosina en Serratia spp., gramicidinas en esporas de
Bacillus brevis y fimbrias delgadas en A. calcoaceticus RAG-1 (Desai, 1987; Fattom
y Shilo, 1985; Lang y Wagner, 1987; Rosenberg, 1986; Wilkinson y Galbraith. 1975).

Organismos productores de biotensoactivos

Se han aislado y caracterizado varios tipos de biotensoactivos, que incluyen
glicolipidos, fosfolipidos, lipidos neutros, acidos grasos, peptidolipidos,
lipopolisacéaridos y otros no completamente caracterizados. Los microorganismos
mMas representativos que producen biosurfactantes y sus estructuras se enumeran
enla Tabla 1.1.



Tabla 1.1 Biosurfactantes producidos por microorganismos

Microorganismo

Biosurfactante

Referencia

Arthrobacter MIS 38

Bacillus licheniformis JF-
2

Bacillus licheniformis

BAS50

Bacillus subtilis
Bacillus pumilus A1
Bacillus sp. AB-2

Bacillus sp. C- 14

Candida antarctica

Candida tropicalis

Candida lipolytica Y-917

Corynebacterium
MM1

lepus

Nocardia erythropolis
Ochrobactrum anthropii
Penicillium spiculisporum

Pseudomonas
aeruginosa

Pseudomonas
fluorescens

Phaffta rhodozyma

Lipopéptido

Lipopéptidos

Liguenisina

Surfactina
Surfactina
Ramnolipidos

Hidrocarburo-lipido-
proteina

Lipidos de

erytritol

mannosyl

Polisacaridos-acidos
grasos

Soporolipido

Glucosa, lipidos y acidos
hidroxidecanoicos

Lipidos neutros
Proteina
Acido espiculispérico

Ramnolipido

Ramnolipido

Carbohidratos-lipidos

Morikawa et al., 1993

Mclnerney et al., 1990

Yakimov et al., 1995

Nitschke y Pastore, 2005
Morikawa et al., 1992
Banat, 1993

Eliseev et al., 1991

Kitamoto et al., 1992

Batista et al., 2010

Lesik et al., 1989

Passeri, 1992

MacDonald et al., 1981
Wasko y Bratt,1990
Ban y Sato, 1993

Rahman et al., 2002

Abouseoud et al., 2008

Lesik et al., 1991




Rhodococcus Trehalosa Shulga et al., 1990
erythropolis

Rhodococcus Glicolipidos y acidos Peng etal., 2007
erythropolis 3C-9 grasos

Rhodococcus sp. TA6 Lipidos y glicolipidos Shavandi et al., 2011
Rhodococcus sp. 33 Polisacarido Neu et al., 1992
Torulopsis bombicola Lipidos soforososs Inoue y Ito, 1982

Principales funciones de los biosurfactantes a nivel fisioldgico

Los microorganismos utilizan una amplia variedad de compuestos organicos como
fuentes de carbono y energia para su crecimiento. Cuando estos sustratos son
inaccesibles por su baja solubilidad, competencia con otros microorganismos u otro
tipo de factor ambiental, utilizan a los biosurfactantes para disponer de la fuente de
carbono. Las principales funciones de los biosurfactantes a nivel fisiolégico son:

» Capacidad para emulsificar y solubilizar compuestos insolubles en fases acuosas,
como son los hidrocarburos, facilitando la disponibilidad de estos sustratos para el
crecimiento y mantenimiento de los microorganismos (Francy et al. 1991).

« Adherencia y liberacién 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.
Estos 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. 1989).

» Actividad antibiética, la que ha sido demostrada por varios biosurfactantes,
principalmente los lipopéptidos y glicolipidos. Ejemplos de éstos son los
ramnolipidos de Pseudomonas aeruginosay la surfactina de Bacillus subtilis, los
cuales presentan actividad como antibiéticos, lo que les permite solubilizar los
principales componentes de las membranas celulares microbianas de otros
microorganismos Yy les brinda una mayor oportunidad de supervivencia en nichos
con una alta competitividad por nutrientes (Lin, 1996).

La principal funcion biolégica de los biotensoactivos es su capacidad para solubilizar
sustratos hidrofébicos, tales como hidrocarburos, lipidos, aceites, farmacos y otros
(Morikawa et al. 1993; Zeng et al., 2005).



Parametros para medir la eficacia de un biosurfactante

La efectividad de un surfactante se puede establecer en base a distintos
parametros, todos ellos relacionados con su capacidad de solubilizar compuestos
hidrofébicos y disminuir la tension superficial y/o interfacial. Uno de los parametros
a tener en cuenta es la Concentracion Micelar Critica, y la disminucion de la tension
superficial e interfacial:

La tensidn superficial (TS) (presente en la interfase liquido-aire), los surfactantes
disminuyen la tension debido a que interfieren en la formacién de puentes de
hidrogeno y otras fuerzas involucradas en la adhesion entre moléculas (Figura 1.4)
(Raiger y Lopez, 2009).

La tension interfacial (TIF) entre dos liquidos depende de la fuerza de cohesion
entre las moléculas de cada liquido y de la fuerza de adhesién entre las moléculas
de un liquido y el otro. De esta manera, la tensién interfacial entre dos liquidos esta
relacionada con la tension superficial de cada liquido saturado en el otro. (Donahue
y Bartell, 1952). Para disminuir la TIF, los surfactantes actuan como un “puente”
formando una tercera fase de “microemulsion” que favorece la interaccién entre la
fase acuosa y la del hidrocarburo o compuesto hidrofébico (Ayirala y Rao, 2006).

La CMC (concentracion micelar critica) es la concentracidbn minima de un agente
surfactante capaz de formar micelas (Figura 1.4). Estas micelas se producen
cuando la parte hidrofébica del surfactante, al ser incapaz de formar puentes de
hidrogeno con las moléculas de agua. Una manera de aliviar este aumento, es aislar
la region hidrofobica interaccionando con otras superficies, asociandose a otros
compuestos hidrofébicos o formando vesiculas (micelas) en las que la region
lipofilica se sitia en el centro y la hidrofilica hacia fuera, formando los puentes de
hidrégeno con las moléculas de agua. Cuanto menor sea la CMC, més eficiente es
el surfactante en cuestion. La formacion 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. Tanto la TS, TIF y CMC dependen del pH, de la temperatura y de
los solutos presentes en el medio acuoso. (Raiger y Lopez, 2009).
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Figural.4 Efecto de la concentracién de surfactante en la tension superficial a, b y ¢ muestran la
ubicacion de los surfactantes en la interfase y la formacion de micelas a medida que aumenta la

concentracion del agente tensioactivo.

La Tabla 1.2 muestra la disminucion de la tension superficial del agua destilada en
presencia de distintos surfactantes naturales o quimicos y la CMC de estos agentes

en agua destilada.

Tabla 1.2 Efecto de diferentes biosurfactantes y surfactantes quimicos sobre la
tensién superficial del agua destilada.

Surfactante Tensién CMC (mg/l)  Referencias
superficial
(mN/m)
Agua 72 Nd Christofiy Ivshina, 2002
Glicolipido 26.8 54 Christofiy lvshina, 2002
Trehalosa 43 0.7 Kretschmer et al., 1982
Dicorinomicolato
Trehalosa 24.1 25 Tuleva et al., 2009
tretraester
Ramnolipidos 28.8 110 Chayabutra et al., 2001
Soforolipidos 30-60 5-80 Lang et al., 2000
Surfactina 27 23 Christofiy lvshina, 2002
Viscosina 28 54 Saini et al., 2008
SDS 37 2120 Christofiy Ivshina, 2002
Tween 30 600 Christofiy Ivshina, 2002

*Nd= No detectado
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Optimizacion de la produccion de biosurfactante

La viabilidad econémica en la produccion a gran escala de diversos metabolitos
mediante procesos biotecnoldgicos suele tener como cuello de botella las etapas de
biosintesis o purificacion. En el caso particular de los biosurfactantes, se ha
determinado que la biosintesis es el paso limitante para su produccion a gran escala
(Jiménez et al., 2010).

En la actualidad, los costos de produccion de la mayoria de los biosurfactantes no
compiten con los de los surfactantes quimicos. Se han propuesto diferentes
estrategias para hacer que el proceso sea mas rentable, incluyendo: (1) el desarrollo
de bioprocesos mas eficientes, incluida la optimizacion de las condiciones de
fermentacion y los procesos de recuperacion posteriores, (2) el uso de sustratos
baratos y sustratos residuales (Thavasi et al. 2007, 2008; Raza et al. 2009), (3)
desarrollo de cepas sobreproductoras mutantes o recombinantes, para aumentar
los rendimientos (Fig. 1.5, Banat et al., 2010).

Microorganismos Produccion Procesamiento
( ) ( ) 4 N\
Crecimiento con Optimizacién de los
sustratos de bajo parametros de
costo cultivo
L ) L ) Métodos eficientes
de recuperaciony
( ) ( ) purificacidon
Control de
Sobreproduccion de dispositivos para
cepas regular parametros
ambientales
_ Y, _ J \_ _J

Figura 1.5 Estrategias de reduccién de costos para la produccion de compuestos de
superficie microbianos.
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Usos y aplicaciones de los biosurfactantes en las diferentes industrias

¢ Industria alimentaria
Ademas de su papel como agentes que disminuyen la tensién superficial e

interfacial que facilita la formacion y estabilizacion de las emulsiones, los
biotensoactivos son utilizados para controlar la acumulacién de glébulos de grasa,
la estabilizacion de los sistemas aireados.

Los biosurfactantes también ayudan a mejorar la textura y vida util de los productos
que contienen almiddén, modificando las propiedades reoldgicas de la masa de trigo
y la textura de los productos a base de grasa (Kachholz y Schlingmann, 1987;
Vijayakumar y Saravanan, 2015).

En las formulaciones de panaderia y helados, los biosurfactantes actdan
controlando la consistencia, disminuyendo el fraguado y solubilizando los aceites de
sabor. La mejora de la estabilidad de la masa, volumen, textura y la conservacion
de los productos de panaderia se obtiene mediante la adicion de surfactantes
ramnolipidos, asi como la mejora de las propiedades de la crema de mantequilla y
los productos de confiteria congelados. (Van Haesendonck y Vanzeveren, 2004).

e Biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos
Un método que mejora la eficacia de la biorremediacion de ambientes contaminados

con hidrocarburos es el uso de biosurfactantes. Estos compuestos pueden mejorar
la biorremediacién de hidrocarburos por dos mecanismos:

El primero incluye el aumento de la biodisponibilidad del sustrato para los
microorganismos, mientras que el otro implica la interaccién con la superficie celular,
lo que aumenta la hidrofobicidad de la superficie permitiendo que los sustratos
hidrofobos se asocien mas facilmente con las células bacterianas (Mulligan y Gibbs,
2004). Al reducir las tensiones superficiales e interfaciales, los biosurfactantes
aumentan las areas superficiales de los compuestos insolubles, lo que lleva a una
mayor movilidad y biodisponibilidad de los hidrocarburos. En consecuencia, los
biosurfactantes mejoran la biodegradacion y la eliminacion de hidrocarburos. La
adicion de biosurfactantes mejora la biodegradacion de hidrocarburos mediante la
movilizacion, solubilizacion o emulsificacion de estos compuestos (Figura 1.6
Pacwa-Ptociniczak et al., 2011.) (Nguyen et al., 2008; Déziel et al., 1996; Nievas et
al., 2008)
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Figura 1.6 Mecanismos que contribuyen a la eliminacién de hidrocarburos por biosurfactantes en
funcion de su masa molecular y concentracion.

El mecanismo de movilizacién se produce en concentraciones por debajo de la
CMC del biosurfactante. A tales concentraciones, los biosurfactantes reducen la
tensién superficial e interfacial entre los sistemas aire / agua y suelo / agua. Debido
a la reduccion de la fuerza interfacial, los biosurfactantes en el sistema roca / aceite
reducen la fuerza capilar en el sistema.

Por encima de la CMC del biosurfactante se lleva a cabo el proceso de
solubilizacion. A estas concentraciones, las moléculas de biosurfactante se
asocian para formar micelas, lo que aumenta dramaticamente la solubilidad del
aceite. Los extremos hidrofobos de las moléculas de biosurfactante se conectan
entre si dentro de la micela, mientras que los extremos hidrofilos se exponen a la
fase acuosa en el exterior. En consecuencia, el interior de una micela crea un
entorno compatible para las moléculas organicas hidréfobas. El proceso de
incorporacion de estas moléculas en una micela se conoce como solubilizacion
(Urum y Pekdemir, 2004).

La emulsificacion es el proceso en el que en dos fases liquidas inmiscibles, una
de las fases se dispersa a traves de la otra en forma de gotas muy pequefas. Los
biosurfactantes de alto peso molecular son agentes emulsionantes eficientes. A
menudo se aplican como aditivos para estimular la biorremediacion y la eliminacién
de sustancias oleosas de los ambientes (Pacwa-Ptociniczak et al., 2011).
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e Biorremediacion de metales por biosurfactantes
La utilidad de los biosurfactantes para la biorremediacién de suelos o sistemas
contaminados con metales pesados se basa principalmente en su capacidad para
formar complejos con metales. Los biosurfactantes anidnicos crean complejos con
metales mediante enlaces ionicos. (Figura 1.7) (Pacwa-Ptociniczak et al., 2011).

Metal (e)absorbido en la
superficie del suelo

Sorcidén de moleculas
biosurfactantes en la interface
solido/ agua/ complejo
metalico.

Desorcién de el complejo

% biosurfactante-metal de la matriz

del suelo a la solucién del suelo
y la incorporacién a la micela.

® *’\ Precipitacion del
9{%%,: . (N

biosurfactante fuera del

complejo

Figura 1.7 Mecanismo de actividad de los biosurfactante en suelos contaminados con metales.

e Aplicacion de los biosurfacatantes en medicina
Dentro del area biomédica también se han llevado a cabo algunos estudios sobre

aplicaciones relacionadas con los biosurfactantes. Algunos de ellos son alternativas
adecuadas a los medicamentos sintéticos y antimicrobianos (Tabla 1.3) y pueden
utilizarse como agentes terapéuticos seguros y efectivos (Rodrigues et al., 2006b).
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Tabla 1.3 Ejemplos de aplicaciones de biosurfactantes en el campo médico.

Microorganismo Biosurfac-

tante

Actividad/aplicacion

Referencia

Pseudomonas
aeruginosa

Bacillus subtilis

Bacillus
pumilus

Bacillus subtilis

ramnolipidos

surfactina

pumilacidina

(andlogo
surfactina)

iturina

de

*Actividad
contra
tuberculosis
+ Actividad antiadhesiva
contra muchas cepas de
bacterias y levaduras aisladas
de protesis de voz

antimicrobiana
Mycobacterium

» Actividad antimicrobiana y
antifangica

*Inhibicion de formacion de
coagulos de fibrina

* Hemolisis y formacién de
canales idnicos en
membranas lipidicas

*Actividad antiviral contra el
virus del herpes simple 1
(HSV-1)

*Actividad inhibitoria contra H
+, K + -ATPasa y proteccién
contra Ulceras gastricas in
Vivo

*Actividad antimicrobiana y
actividad antifingica contra
micosis profundas.

* Efecto sobre la morfologia y
estructura de membrana de
las células de levadura.

. Incremento de la
conductividad eléctrica de las
membranas lipidicas
biomoleculares.

Gerard et al.,
1997,
Rodrigues et
al., 2006b;
Lang, S. vy
Waullbrandt,
1999;

Maier y
Soberon-
Chavez,
2000

Vollenbroich
etal., 1997a;

Vollenbroich
et al., 1997b;

Naruse et al.,
1990

Ahimou et al.,
2001;

Besson et al.,
1976;
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Bacillus
licheniformis

Candida
antartica

Rhodococcus
erythropolis

Streptococcus
thermophilus

Streptococcus
mitis

lichenisina

lipidos
manosil
erytritol

Lipidos
trehalosa

glicolipidos

No
identificado

de

de

* Adyuvante inmunolégico no
toxico y no pirogénico
* Actividad antibacterial

*Propiedades quelantes que
podrian explicar el efecto de la
ruptura de la membrana de los
lipopéptidos

*Propiedades
antimicrobianas,
inmunoldgicas y neuroldgicas.

. Induccidn de la
diferenciacién celular en la
linea celular de leucemia
promielocitica humana HL60
. Induccidén de la
diferenciacibn neuronal en
células PC12.

* Actividad antiviral contra
HSV vy virus de influenza.

+ Actividad antiadhesiva
contra varias cepas
bacterianas y de levadura
aisladas de protesis de voz.
*Actividad antiadhesiva contra
Streptococcus mutans

Tanaka et al.,
1997;

Thimon et al.,
1995;

Mittenbuhler
et al., 1997

Jenny et al.,
1991;

Lin et
1994;

al.,

Yakimov et
al., 1995;

Grangemard
et al., 2001

Kitamoto et
al., 1993;
Isoda et al.,
(1999a);

Isoda et al.,
(1999b);

Shibahara et
al., 2000;
Zhao et al.,
1999; Zhao et
al., 2000;
Wakamatsu et
al., 2001

Uchida et
al.,1989ayb

Busscher et

al., 1994;
Busscher et
al., 1997;
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Busscher et
al., 1999;
Rodrigues et
al., 2004b;
Rodrigues et
al., 2006¢

Lactobacillus surfactina Actividad antiadhesiva contra Pratt-Terpstra
varios patogenos incluyendo et al., 1989;

bacterias entéricas. Van
Hoogmoed et

al., 2000

Lactococcus No «Actividad antiadhesiva contra Velraeds et
lactis identificado  varias cepas bacterianas y de al., 1996a;
levadura aisladas de protesis Velraeds et
de voz. al., 1996b;

Velraeds et
al., 1997;
Reid et al.,
1984; Reid et
al., 1999

Rodrigues et
al., 2004b;
Rodrigues et
al., 2004a

¢ Recuperacién mejorada de hidrocarburos via microbiana (MEOR)
Una de las aplicaciones potenciales de los microorganimos productores de

biosurfactantes es la recuperacion mejorada de hidrocarburos via microbiana,
denominada por sus siglas en inglés MEOR (Microbial Enhanced Oil Recovery).

MEOR es una tecnologia de recuperacion terciaria que utiliza microorganismos y /
o0 sus productos metabdlicos finales para la recuperacion de aceite residual.

En general, se acepta que aproximadamente el 30% del aceite presente en un
yacimiento puede recuperarse utilizando tecnologia de recuperacion mejorada
(EOR, por sus siglas en ingles) actual (Singer y Finnerty, 1984).
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La implementacion de tecnologias EOR se realiza princialmente por la baja
recuperacion de petréleo en los pozos productores existentes, la cual puede
deberse a varios factores. El principal factor es la baja permeabilidad de algunos
yacimientos o la alta viscosidad del aceite, que resultan en una movilidad pobre. Las
altas tensiones interfaciales entre el agua y el aceite también pueden dar lugar a
altas fuerzas capilares que retienen el aceite en la roca del yacimiento (Bubela,
1987).

Dado que la mayor parte del petrleo permanece en el yacimiento aun después de
aplicar técnicas de recuperacion primaria y secundaria, el interés ha evolucionado
en las técnicas de recuperacion terciaria o EOR (Morkes, 1993). Sin embargo, las
técnicas que involucran el uso de procesos quimicos o fisicos, como la
presurizacion, la inyeccion de agua o vapor, generalmente no son aplicables a la
mayoria de los yacimientos de petréleo y por otro lado el uso de surfactantes
qguimicos para la extraccion de petréleo de los yacimientos es una practica
desfavorable, costosa y que deja residuos indeseables que son dificiles de eliminar
afectando negativamente al medio ambiente.

Para mayor comprension se continuacion se explican brevemente los tipos (etapas)
de extraccion de aceite crudo que se llevan a cabo en los yacimientos.

Tipos de extraccion de petroleo

La extraccion o explotacion del petréleo se hace de acuerdo a las caracteristicas
que presenta cada yacimiento. Dentro de los tipos de extraccion que se pueden
realizar se encuentran la extraccion primaria, secundaria y mejorada (Rashedi et al.,
2012):

a) Extraccién primaria:

El petréleo se encuentra presente en los poros pequefios y en las fisuras estrechas
e intersticios dentro de la matriz del yacimiento. La presion natural del yacimiento
hace que el aceite fluya hacia la superficie y proporciona la llamada extraccion
primaria. Este tipo de extraccion depende de la energia interna, las caracteristicas
de la roca del yacimiento y las propiedades de los fluidos (hidrocarburos y agua).
En algunos yacimientos, que son parte de un sistema acuifero mucho mas grande,
el flujo natural de aguas subterraneas puede ser la fuerza impulsora para empujar
y desplazar el petréleo.
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La presion inicial del yacimiento suele ser lo suficientemente alta para elevar el
aceite hasta la superficie; sin embargo, a medida que avanza la extraccion de
petréleo, la presion del yacimiento se reduce continuamente hasta un punto en el
gue se requiere una elevacion o bombeo artificial para mantener una tasa de
produccién de petroleo econdmica. En otros yacimientos, puede haber otros
mecanismos de recuperacion, como la expansion del gas disuelto durante el
descenso de la presion. A medida que la presion del yacimiento cae por debajo del
punto de burbuja durante la produccién, algunos de los componentes mas volatiles
se liberan y salen de la fase liquida para formar pequefas burbujas de gas.
Inicialmente, las burbujas quedan atrapadas en los poros y luego su expansion
provoca el desplazamiento del aceite (unidad de gas disuelto). Ademas, en algunos
yacimientos, a medida que disminuye la presion, las burbujas de gas aumentan de
tamafo y eventualmente se unen formando una fase gaseosa continta que fluye
hacia la parte superior del yacimiento formando una tapa de gas. El tapon de gas
se expande constantemente a medida que la presion del yacimiento disminuye
continuamente, desplazando mas petréleo (impulsor del tapén de gas) a los pozos
de produccién.

b) Extraccién secundaria:

A medida que la presion del yacimiento disminuye durante la produccién primaria,
se alcanza un punto critico, en este momento es necesario proporcionar energia
externa para que el yacimiento logre una recuperacion adicional de petréleo, lo que
se denomina recuperacidon secundaria. La energia extra se puede introducir
inyectando gas y / o agua (inundacién de agua).

La inyeccion de gas generalmente solo se aplica a los yacimientos que tienen una
tapa de gas en donde la conduccion del gas seria un mecanismo de desplazamiento
eficiente. La inyeccion de agua, en la actualidad es uno de los métodos mas
comunes de recuperacién de petréleo, mantiene la presion del yacimiento alrededor
del punto de burbuja, evitando asi que los poros se bloqueen por los gases
disueltos. Ademas, segun la termodinamica de hidrocarburos, en el punto de
burbuja, el aceite tendra su viscosidad mas baja. De modo que, para un gradiente
de presion especifico, la cantidad maxima de aceite se desplazara bajo esta
condicion. Después de algunos afios de operacion en un campo, debido a la
heterogeneidad del yacimiento, los fluidos inyectados (agua o gas) fluyen
preferentemente a lo largo de capas altamente permeables que hacen que estos
fluidos eviten las areas saturadas de petroleo en el yacimiento. Por lo tanto, una
cantidad cada vez mayor de agua 0 gas aumenta con respecto al petréleo, y al
disminuir la proporciébn entre petréleo y agua, eventualmente se vuelve
antieconémico continuar el proceso y el campo debe abandonarse.
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El uso sucesivo de la recuperacion primaria y la recuperacion secundaria en un
yacimiento de petroleo produce alrededor del 15% al 40% del petréleo original
existente en el lugar (Schlumberger, 2018).

c) Extraccion terciaria o recuperacion mejorada de petroleo (EOR, Enhanced Oil
Recovery, por sus siglas en ingles):

En general, la recuperacion de petroleo terciaria 0 mejorada implica la extraccion de
petréleo residual después de las fases primaria y secundaria de produccién. En esta
etapa, se emplean métodos modernos y técnicamente avanzados para modificar las
propiedades de los fluidos del yacimiento y/o rocas, con el objetivo de obtener
eficiencias de recuperacion adicionales a las obtenidas por los métodos de
recuperacion convencionales (primaria y secundaria). Esto se puede lograr
basandose en diferentes mecanismos, como reducir la tension interfacial entre el
aceite y el agua, reducir la viscosidad del aceite (métodos térmicos), crear un
desplazamiento miscible y aumentar la viscosidad del fluido de desplazamiento para
que sea mas viscoso que el aceite. El método EOR es aplicado dependiendo de las
especificaciones de cada yacimiento, requiere de muestras de rocas y fluidos
ademas de investigaciones de laboratorio.

En general, los procesos EOR se pueden clasificar en cuatro categorias principales:

Métodos térmicos

Métodos quimicos

Inyeccién de miscibles o disolventes

Métodos microbianos (implementacion de cepas bacterianas, hongos o
levaduras)

Dentro del proceso MEOR intervienen los microorganismos 0 sus metabolitos,
incluidos los biosurfactantes, biopolimeros, biomasa, acidos, solventes, gases y
también enzimas. Es utilizado para aumentar la recuperacion de petréleo de los
yacimientos maduros. La aplicacion de biosurfactantes en MEOR es uno de los
métodos mas prometedores para recuperar una proporcion significativa del aceite
residual. El aceite residual a menudo se ubica en regiones del yacimiento a las que
es dificil acceder y queda atrapado en los poros por la presién capilar (Sen, 2008).
Los biosurfactantes reducen la tension interfacial entre el aceite-agua y el aceite-
roca, logrando la reduccion de las fuerzas capilares que evitan que el aceite se
mueva a través de los poros de la roca (Figura 1.8). Los biosurfactantes también
pueden unirse fuertemente a la interfaz aceite-agua y formar emulsiones. Esto
estabiliza el aceite desorbido en agua y permite el flujo y movilizacion del aceite
junto con el agua de inyeccion (Pacwa-Ptociniczak et al., 2011).
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Figura 1.8 Mecanismo de recuperacion mejorada de hidrocarburos por biosurfactantes.

Aceite crudo

Estrategias de aplicacién de microorganismos en la recuperacién mejorada
de petrdleo via microbiana (MEOR)

e EIl primero consiste en la inyeccion de microorganismos que producen
biosurfactantes en un yacimiento a través de un pozo, y su posterior
propagacion in situ a través de la roca del yacimiento (Bubela, 1985).

e El segundo involucra la inyeccion de nutrientes especificos para estimular
microorganismos autdctonos presentes en el yacimiento, permitiendo su
crecimiento y produccién de biosurfactantes.

e Eltercer mecanismo implica la produccién de biosurfactantes en bioreactores
ex situ y su posterior inyeccion en el yacimiento (Banat, 1995) (Figura 1.9).
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Figura 1.9 Esquema de inyeccion de biosurfactantes.
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1.2 Antecedentes

A pesar de las caracteristicas favorables de los surfactantes microbianos al medio
ambiente: mayor biodegradabilidad, menor toxicidad, mejores propiedades
espumantes en comparacion con sus contrapartes quimicas sintéticas y una mejor
estabilidad a pH, salinidad y temperatura extremos, la comercializacién de estos no
se ha logrado en gran medida debido a sus costos de producciéon (Banat et al.,
2010).

Las técnicas de disefio experimental se han utilizado ampliamente para optimizar la
produccion de biosurfactantes. Mutalik et al., (2008) mejoraron la produccién de
biosurfactante producido por Rhodococcus spp. MTCC 2574 en n-hexadecano, con
rendimientos de biosurfactante que aumentaron de 3.2 a 10.9 gL*. Trabajando con
Gordonia sp., Franzetti et al. (2009) aumentarén la produccion 5 veces de
glucolipidos unidos a las células. Kronemberger et al. (2008) reportaron un aumento
significativo en el rendimiento del biosurfactante al optimizar las condiciones de
cultivo utilizando herramientas estadisticas. También informaron que los
rendimientos pueden mejorarse aun mas mediante el desarrollo de nuevos
dispositivos de control, como el control de oxigeno.

La optimizacion de los componentes y condiciones de cultivo fue reportada por
Rodrigues et al., (2006a) concluyendo que es posible determinar las condiciones
Optimas de operacion para obtener un mayor crecimiento celular y por lo tanto un
mayor rendimiento de la produccion de biosurfactante; aumentando el rendimiento
hasta 1.4 veces de BS producido por Streptococcus thermophilus (0.8 g de BS/L) y
de Lactococcus lactis 53 (0.7 g de BS/L).

En los ultimos afios también se ha informado sobre nuevas cepas capaces de
producir biosurfactantes en sustratos renovables y de bajo costo. Ruggeri et al.,
(2009) aislaron Rhodococcus sp. BS32 capaz de crecer en aceite de canola para la
produccion de biosurfactantes extracelulares.

Respecto a la implementaciéon de la optimizacion en MEOR, los estudios
previamente realizados no han sido evaluados con aceites pesados, por lo que
resulta importante para la industria petrolera nacional, ya que en su mayoria los
yacimientos mexicanos contienen crudos pesados. Por lo anterior, es relevante su
analisis para su posterior utilizacion en la recuperacion mejorada de crudos en
yacimientos mexicanos.
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1.3 Hipétesis

La produccion de biosurfactante se puede incrementar variando las condiciones de
cultivo como: la fuente y concentracibn de nutrientes (nitrogeno, carbono y
oligoelemntos), asi como los factores ambientales aireacion, temperatura y
salinidad. Estas condiciones pueden escalarse a nivel biorreactor para la produccion
del biosurfactante, el cual puede ser Gtil en la reduccion de tension interfacial en
sistemas aceite pesado/agua.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

e Optimizar y realizar el escalamiento de biosurfactante producido por la cepa
IMP-G, de nivel matraz a nivel bioreactor (3 L) para su posible aplicacion en
recuperacion microbiana de petréleo mejorada (MEOR).

1.4.2 Objetivos especificos

e Establecer el tipo de fuente de carbono y la concentracibn mas adecuada
para el crecimiento y produccion de biosurfactante de la cepa IMP-G.

e Optimizar la produccion de biosurfactante implementando un disefio
ortogonal Taguchil L9 (3% variando 4 factores nutricionales (fuente de
carbono, nitrégeno, magnesio y cobre).

e Establecer el efecto de factores ambientales (salinidad y temperatura) a nivel
matraz sobre la actividad del biosurfactante.

e Realizar el escalamiento de la produccion a nivel reactor (3 L) tomando en
cuenta el disefio experimental y cinético a nivel matraz.

o Determinar la estabilidad de biosurfactante producido por la cepa IMP-G en
funciébn de su capacidad reductora de tension superficial (TS), tension
interfacial (TIF) y su actividad emulsificante (Eza4).

o Extraer, identificar y establecer el rendimiento del bioproducto crudo

obtenido.
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2. Material y métodos

2.1 Cepa

En este estudio se utilizé la cepa de Bacillus subtilis denominada IMP-G obtenida
de la coleccion de Instituto Mexicano del Petrdleo, conservada en tubo de ensaye
con agar nutritivo y en congelacion a -70 °C. Para su reactivacion la cepa fue
cultivada en matraz Erlenmeyer con 50 mL de caldo nutritivo a 30 °C, 110 rpm
durante 24 horas.

2.1.1 Reactivacion de la cepa

La reactivacion de la cepa IMP-G se llevo acabo apartir de un criovial almacenado
a -70 °C, el cual se inoculo en caldo nutritivo e incub6 por 24 h a 30 °C. El cultivo
anterior se denomind C1 y se utiliz6 como inéculo. Para confirmar la pureza de la
cepa se realiz6 una siembra en caja con agar nutritivo, a partir de la muestra del
cultivo C1y se incub6 a 30 °C por 18 h.

2.1.2 Caracterizacion morfoldégica de la cepa

2.1.2.1 Caracterizacion macroscopica

Para la caracterizacion de la cepa se realizaron siembras en cajas Petri con agar
nutritivo durante 18 h. Se observo la morfologia de las colonias. Las caracteristicas
visibles que se reportaron fueron: color, elevacion, tamafio, forma y borde.

2.1.2.2 Caracterizacion microscopica

Para identificar y comprobar la pureza de la cepa, se tomO0 una muestra en
condiciones de esterilidad y se realizd una preparacion en fresco y otra para tincion
de Gram (Madigan et al., 1998). Estas preparaciones fueron observadas en un
microscopio 6ptico marca Nikon modelo E-800 con un objetivo 100x.

2.1.3 Conservacion y mantenimiento

El cultivo C1 se resembré colocando 5% de inoculo en matraces Erlenmeyer con 50
mL de caldo nutritivo a 30 °C, se mantuvo en agitacion constante a 110 rpm durante
24 h. Tambié se hicieron resiembras semanales en caja Petri de las colonias
aisladas e incubaron a 30 °C. Adicionalmente se conservo la cepa IMP-G en glicerol
al 25y 30 % en crioviales y se mantuvo en un congelador marca Revco a -70 °C.
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2.2 Optimizacién del medio de cultivo para la produccion de BS

2.2.1 Medio mineral base

Se emple6é un medio mineral (BM) modificado indicado por Philip et al. (2002),
adicionando una fuente de carbono soluble (mascabado). El medio se incub6 a 30
°C a 110 rpm durante 24 h. Todos los productos quimicos utilizados fueron de
grado analitico ACS y compradas de Sigma-Aldrich.

2.2.2 Evaluacion preeliminar del crecimiento y produccion del biosurfactante
por la cepa IMP-G

Para conocer el comportamiento del crecimiento y la produccion de biosurfactante
de la cepa se realizé una cinética utilizando matraces de 250 mL con 100 mL de BM
y 5% de in6culo con una densidad 6ptica (DO) de 0.4. Se evalud la produccién de
biomasa y la producciéon de biosurfactante mediante el descenso de tension
superficial (TS) cada 24 h durante 72 h.

2.2.3 Concentracion de la fuente de carbono

Se evalué el efecto de la concentracion de la fuente de carbono sobre la produccion
del biosurfactante. Para establecer la concentracion 6ptima de la fuente de carbono
se llev6 a cabo una cinética empleando 3 diferentes concentraciones de
mascabado: 10%, 15% y 20%. Los cultivos se incubaron a 30 °C a 110 rpm durante
78 h. Se tomaron muestras para determinar la DOy TS.

2.2.4 Formulacién del medio de cultivo para la produccion de biosurfactante
empleando un disefio Taguchi L9 (3%)

Con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes nutrientes, a diferentes
concentraciones sobre la produccién de biosurfactante, se desarroll6 un disefio
Taguchi L9 (3%) con cuatro variables a tres niveles (Tabla 2.1). Las variables y los
valores de cada uno de los niveles se muestran en la tabla 2.2. Los tratamientos se
inocularon con la cepa C1 utilizando matraces de 250 mL con 100 mL de BM y
adicionando 1.5 mL de inoculo. Estos tratamientos se incubarén a 30 °C y 110 rpm
durante 100 h. Los tratamientos se realizaron por triplicado.
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Tabla 2.1 Disefio experimental Taguchi L9 (3%).

No. de Fuente de Concentracion Concentracion Concentracion
tratamiento Carbono de NaNOs de MgSOs4 de CuSOq4
1 1 1 1 1

2 1 2 2 2

3 1 3 3 3

4 2 1 2 3

5 2 2 3 1

6 2 3 1 2

7 3 1 3 2

8 3 2 1 3

9 3 3 2 1

Tabla 2.2 Concentracion de los niveles estudiados en el disefio experimental

Taguchi.
Nivel Fuente de NaNOs (gLt) MgSOa4 (gL™?) CuSOa4(gL™?)
Carbono
(10%)
1 Mascabado 1.0 0.4 0.0005
2 Sacarosa 2.0 0.5 0.001
3 Glucosa 25 0.6 0.008

Los resultados del disefio experimental Taguchi, fueron analizados empleando el
software Statistica V.8, considerando como variable de respuesta la disminucion de

TS.
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2.2.5 Cinética de producciéon del biosurfactante

A patrtir de los resultados obtenidos en el disefio experimental, se determinaron los
tratamientos experimentales que presentaron la mayor reduccion en la tension
superficial. También con el software Statistica se establecié la combinacion de
nutrientes Optima (combinacion tedrica). Con estos datos se llevd a cabo una
cinética empleando las formulacion(es) seleccionad(as). Los sistemas de cultivo se
realizaron por triplicado, se inocularén e incubaron a 30 °C por 100 h. Se evalug la
actividad tensoactiva de la cepa, tomando como variable la disminucion de TS.

2.3 Evaluacion de factores ambientales que afectan la produccion de la
biomelécula tensoactiva

Para evaluar las condiciones de operacion del biosurfactante producido por la cepa
IMP-G, ésta fue sometida a diferentes condiciones ambientales (temperatura,
salinidad y aireacion) evaluando un intervalo definido para cada variable.

2.3.1 Evaluacion de la temperatura sobre el crecimiento y produccién del
biosurfactante

Altmajer et al., (2012) encontraron que la temperatura mas usual a la que se suelen
producir los BS en las bacterias mesofilas es a 20-25 °C sin embargo dependiendo
de su uso comercial es necesario ser utilizado a temperaturas superiores.

Por esta razdn se llevo acabo la determinacién de la produccién del biosurfactante
y crecimiento producido por la cepa IMP-G, realizando una cinética en matraces de
250 mL con 100 mL del medio mineral BM adicionando 5 mL de inoculo 0.4 DO, los
sistemas se realizaron por triplicado y se colocaron en una incubadora orbital con
agitacion de 130 rpm a las diferentes temperaturas a evaluar: 30 °C, 40 °Cy 60 °C
durante 72 h. El crecimiento fue obtenido en base a la DO medida en
espectrofotometro a 620nm, mientras que la produccion de biosurfactante se
determind de acuerdo a la TS del caldo libre de células; ambos parametros fuerén
analizados cada 24 h.

2.3.2 Evaluacion de la salinidad sobre el crecimiento y produccién del
biosurfactante

La produccion del biosurfactante de la cepa IMP-G fue evaluada a 4 diferentes
concentraciones salinas: 1gLt, 10 gL, 15 gL y 20 gL™! en cada una de las cuales
se determind su actividad productora de BS durante un periodo de 96 h. Para cada
sistema se midié la tension superficial y biomasa por triplicado.
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2.3.3 Evaluacion del efecto del oxigeno sobre el crecimiento y produccion de
biosurfactante con la cepa IMP-G.

Esta evaluacion se llevo acabo en sistemas cerrados empleando frascos
serologicos de 125 mL con un contenido de 50 mL de BM. A estos sistemas se les
realiz6 un intercambio de atmdsfera inyectando nitrégeno y sacando aire estéril con
la finalidad de obtener 3 diferentes proporciones de la mezcla aire-nitrégeno
(0/100%, 25/75% y 50/50%) (Tabla 2.3). Posteriormente se inocularon al 1% (0.4
DO) con el microorganismo IMP-G y se incubaron a las mismas condiciones que a
nivel matraz 30 °C y 110 rpm.

Tabla 2.3 Sistemas con las diferentes atmoésferas.

Volumen de

Tiempo de aire a
Sistema No. Aire (%) suministro de adicionar  ©2 (%)
botellas N2 (min)
(mL)
1 5 0 10 0 0
2 5 25 10 25 6.7
3 5 50 10 50 11.5

Se analizaron la fase acuosa y la fase gaseosa de los sistemas de las muestras,
desde el tiempo 0 y hasta las 168 h. Para la fase gaseosa, se evalué el contenido
de gases presentes, inyectando 0.5 mL del contenido de cada frasco en un
cromatografo Gow Mac. Mientras que para la fase acuosa se determiné la biomasa
a 620 nm, se observé su morfologia en microscopio 100x y posteriormente con el
cultivo libre de células se evalud la produccién de BS mediante las técnicas de
dispersion de aceite y tension superficial.
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2.4 Evaluacién de la produccién de biosurfactante con la cepa IMP-G a nivel
bioreactor.

2.4.1 Escalamiento a nivel reactor de 3 L.

El escalamiento se realizé en un reactor de tipo tanque agitado de 3 L con propelas
tipo Rushton. El equipo fue esterilizado con el medio mineral a 121°C y 15 psi,
durante 15 min, se espero a que el caldo descendiera a temperatura ambiente y se
inocul6 con 1% v/v (0.4 DO) de cultivo de la cepa IMP-G.

Las condiciones de trabajo del reactor fueron: volumen operacional de 1.5 L,
agitacion de 175 rpm, aireacion de 0.7 vwvm y temperatura de cultivo de 30 °C. Estos
paradmetros se ajustaron y monitorearon con el controlador Applikon ADI-1030 y
agitador ADI 1032 (Fig 2.1).

Figura 2.1 Tanque de bioreactor, controlador y agitador Applikon.

Se tomaron muestras de cultivo cada 24 h y hasta las 72 h para evaluar la
produccion de BS. Ademas se determino la concentracion micelar critica (CMC),
dilucion micelar critica (DMC) y dispersion de aceite (DA) del biosurfactante
contenido en la espuma producida.
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2.4.2 Separacién y rendimiento del bioproducto.

En cuanto a la separaciéon y rendimiento del BS, al término de la cinética se llevo
acabo la precipitacion del biosurfactante presente en el caldo mediante la adicion
de HCl al 0.1 N y manteniendo en refrigeracion a 4°C por 12 h. Para posteriormente
separar el sobrenadante del precipitado, este se colocé en frascos y se congelaron
a -70°C y se elimin6 el agua presente por medio de sublimacién empleando una
liofilizadora marca Labconco (-50°c) y vacio (0.070 mBar) (Figura 2.2) durante 72 h.
Una vez finalizado este periodo la muestra fue llevada a peso constante en horno a
80°C durante 72 h.

Para el caso del frasco que contenia la espuma, a este se le elimind el agua
llevadolo directamente a peso constante en horno a 80°C durante 72 h.

Figura 2.2 Liofilizadora marca Labconco freezone 2.5 L.
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2.5 Métodos analiticos

2.5.1 Preparacion de las muestras

Se tomaron 5 mL de las muestras (caldo de cultivo) y se centrifugaron a 10,000 rpm
durante 10 min a una temperatura de 4°C. El sobrenadante fue separado de la
biomasa y con éste se evalud la TS y DA.

2.5.2 Evaluacién de la tension superficial

La presencia de biosurfactante en el sobrenadante de los cultivos libre de células
fue evaluada mediante la medicidén de tension superficial, usando el método de la
placa propuesto por Wilhelmy en un tensiometro Krdss (modelo K100) (Salager,
2005).

Cada medicion se realizo por triplicado a 25 °C y se utilizé el medio de cultivo sin
inocular como control. Asi mismo y para verificar el correcto funcionamiento del
equipo se midi6 la TS del agua, reportada en 72. 2 mN/m a 20°C (Shawn, 1992).

Este método se basa en aplicar la fuerza necesaria para vencer la tension superficial
de las muestras analizadas (Youssef et al., 2007), mediante el desplazamiento
vertical de una placa Wilhelmy de platino. La cual se coloca dentro del liquido y se
retira verticalmente para ejercer una fuerza directamente proporcional a la tension
superficial del liquido.

2.5.3 Dispersidén de aceite

Otro método para la evaluar el efecto de un biosurfactante es la prueba de
dispersion de aceite (DA) (Youssef et al., 2004). Esta una técnica rapida y facil para
la prediccion y cuantificacion de la produccion de biosurfactantes.
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Figura 2.3 Placa Petri con agua e hidrocarburo para dispersién de aceite.

2.5.4 Densidad o6ptica

El crecimiento del microorganismo fue determinado mediante la medicién de la
biomasa, evaluando la densidad Optica de la muestra a 620 nm con un
espectrofotometro ThermoSpectronic (modelo Biomate 35) utilizando medio sin
inocular como blanco.

2.5.5 Actividad emulsificante (%E-24)
La presencia de agentes tensoactivos es necesaria para formar y estabilizar
sistemas dispersos tales como espumas y emulsiones (Deleu et al., 1999).

Se determind la actividad emulsificante del BS ante dos tipos de crudo, empleando
aceites ligeros de acuerdo a la escala de densidad brindada por el American
Petroleum Institute: aceite 600F (33.39 °API), aceite 500A (22.49 °API) (ver Figura
2.4) y salinidad de 50,000 mgL'y 30 °C y 60 °C de temperatura, de acuerdo al
método descrito por Pruthi y Cameotra (1997). En el que a tubos de ensayo con 3
mL de hidrocarburo se le adicionaron 3 mL de cultivo libre de células, se agitd
durante 2 min en vortex a velocidad maxima y se dejo en incubacién durante 24 h.
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El indice de emulsificacion (%E-z24) fue determinado en términos del porcentaje de
estabilidad de la emulsion, siguiendo la siguiente ecuacion.

E
%E24 = H—};* 100

Donde:

% E24= % indice de emulsificacion a las 24 h.
Ef= altura de la emulsion formulada

Ht= altura total

El blanco utilizado fue evaluado con el medio de cultivo sin inocular o agua destilada.

PP S Py,

: .hp-a._

P

Figura 2.4 Clasificacién de crudos con respecto a sus grados API. Imagen modificada de acuerdo
a la clasificacion de crudos del American petroleum institute.

2.5.6 Tension Interfacial (TIF)

La tensién interfacial (TIF) de los liquidos examinados fue medida mediante la
técnica de la gota pendiente usando el sistema de analisis de forma de gota DSA
(Drop Shape Analyzer, por sus siglas en ingles) 100 KRUSS (Al-Bahry et al., 2013)
ajustando la temperatura a 30°C y 60°C. Utilizando como blanco el medio de cultivo.

La TIF se evalta siempre entre dos fluidos, el primero es una gota de aceite y el
segundo es el medio circundante (Figura 2.5). La forma de la gota dependera entre
otros factores de la naturaleza de los fluidos, la temperatura y la salinidad.
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Figura 2.5 Medicién de TIF empleando la técnica de la gota pendiente en sistema DSA.

Esta técnica se basa en que en ausencia de otras fuerzas (por ejemplo en gravedad
cero), los liquidos tienen una tendencia natural a formar estructuras esféricas y
minimizar el &rea interfacial por unidad de volumen de liquido, para reducir al
minimo el exceso de energia de la interfaz. La forma de una interfaz en un campo
gravitatorio (Figura 2.5) depende de la competencia entre las fuerzas capilar y
gravitacional y se pueden describir por la ecuacion de Bashforth- Adams (Ec. 1)

ing 1 2
(S‘Z + R—l) =L+ Apgz (Ec. 1)

La ecuacion 1 se expresa frecuentemente en forma adimensional como la ecuacién
2:

sin® 1 Apgb? z
x/b +R1/b =2+ Y

(Ec. 2)

Donde y es la tension interfacial; Ap = pa-ps es la diferencia entre la densidad de
los fluidos; R1 es el radio de curvatura; x es el radio de rotacion del punto S alrededor
del eje z; ¢ es el angulo del vector Rz con el eje de simetria; b es el radio de curvatura
en el vértice y g es la aceleracion debida a la gravedad. La figura 2.5 muestra los
detalles de la geometria de la gota.
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En un método simple, dos parametros de la gota colgante que deben determinarse
experimentalmente son el didmetro ecuatorial (D) y el diametro (d) en el cuello de la
gota a la distancia (D) desde la parte superior de la gota (Fig. 2.6).

Figura 2.6 Principales dimensiones empleadas en la tension interfacial con el método de la gota
pendiente.

La tension interfacial o superficial se calcula entonces a partir de la ecuacion 3

__ ApgD?
~  H

(Ec. 3)
La técnica de la gota pendiente, como otras técnicas para la determinacion de la

tension interfacial y/o superficial, requiere extrema pureza de los componentes con
el objetivo de obtener resultados confiables y reproducibles.
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3. Resultados y discusion

3.1 Cepa

3.1.1 Reactivacion de la cepa

Se inoculé la cepa en caldo nutritivo en el que se presento crecimiento bacteriano a
las 24 horas, volviendo el medio turbio y de color beige, del cual se pudo extraer la
muestra para hacer las resiembras en placa petri y realizar la tincion Gram.

3.1.2 Caracterizacion morfoldgica de la cepa (microscopica y macroscopica)
El cultivo de la cepa IMP-G en caja con agar nutritivo permitid observar sus
caracteristicas macroscopicas, obteniendo su color, elevacién, tamafo, forma,
Borde y textura (Tabla 3.1 y Figuras 3.1-3.2).

Tabla 3.1 Caracteristicas macroscopicas de la cepa IMP-G.

Caracteristica Descripcién
Color Beige
Elevacion Convexa
Tamafio 2-3 mm
Forma Circular
Borde Irregular
Textura Cremosa
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Figura 3.1 Cultivo IMP-G en caja petri amplificado en el que se observa la morfologia de las
colonias aisladas.

Figura 3.2 Cultivo de IMP-G en placa de Petri, en el que se observa la morfologia macroscépica de
la cepa.
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Tanto la tincibn de Gram, como la muestra en fresco confirmarén la pureza de la
cepa mostrando solo bacilos (Figuras 3.3y 3.4).

777:\'!

AN

r ~ e R‘f 1 § - ! .o-\‘-:r

Figura 3.3 Gram de la cepa IMP-G reactivada en caldo nutritivo.

Figura 3.4 Tincion de Gram de la cepa IMP-G a partir de tubo de ensaye.
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3.2 Cinética de crecimiento y produccion del biosurfactante por la cepa IMP-
G

La cepa fue resembrada en el medio mineral (BM) y se determiné la presencia de
biosurfactante mediante la reduccion de la tension superficial (TS).

En la figura 3.5 se observa que la cepa sintetizdé una sustancia con propiedades
tensoactivas al lograr disminuir la TS de 72.6 mN/m a 34.5 mN/m con una reduccion
de 39.5 unidades a las 48 horas de incubacion.
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Figura 3.5 Evaluacion de la actividad tensoactiva de la cepa IMP-G reactivada en medio mineral.

3.3 Medio de produccién

3.3.1 Cinética con diferentes concentraciones de la fuente de carbono sobre
la produccion del biosurfactante

La concentracion de la fuente de carbono tiene un gran impacto en la produccion de
metabolitos. Por esta razon es importante determinar la concentracibn mas
adecuada para cada bioproceso. En el presente trabajo se evaluaron diferentes
concentraciones de mascabado (10, 15 y 20 %) para la produccion de BS con la
cepa IMP-G.

El tratamiento con 10% de mascabado descendio la TS 39.73 unidades mientras
que el tratamiento con 20 gL de FC descendi6 la TS 40.09 unidades, y el de 15 %
tuvo en desempeiio semejante (Fig. 3.6). Por lo tanto se concluy6 que el aumento
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de la concentracion del sustrato en el intervalo evaluado no presenté una diferencia
significativa en el resultado, sin embargo el emplear la concentracion mayor se
elevan los costos por la cantidad utilizada y precio de la materia prima. En cuanto al
tiempo los tres tratamientos mostraron comportamientos parecidos presentando la
mayor reduccion a las 30 h.
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Figura 3.6 Evaluacion de la reduccion de tension superficial entre los tratamientos con diferente
concentracion de sustrato.

3.3.2 Formulacion del medio de cultivo para la produccion de biosurfactante
empleando un disefio Taguchi L9 (3%)

Segun Smith (1996) los requerimientos basicos de los microorganismos son la
fuente de carbono, la fuente de nitrdgeno disponible, los elementos inorganicos y
los factores ambientales (temperatura, aireacién y pH). En el presente estudio se
evaluo el efecto de diferentes nutrientes del medio BM que afectaron la produccién
de biosurfactante.

Utilizando el disefio ortogonal Taguchi L9 (34) fueron evaluados 9 tratamientos con
4 variables: fuente de carbono (mascabado), NaNOs, MgSOs4 y CuSOa4 a tres
concentraciones diferentes baja, media y alta (Tablas 2.1y 2.2).
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En la figura 3.7 se presenta el primer grupo conformado por los tratamientos 1, 2y
3 alos que se les adicion6 mascabado como fuente de carbono, en los que se puede
observar que en el caso del tratamiento 1 y 2 se da una disminucion de la tension
superficial con mas de 41 unidades después de las primeras 50 h. En cambio el
tratamiento 3 desciende lentamente logrando alcanzar la misma tension superficial
hasta las 100 h de incubacion.

90

80 £ — @ —Tratamiento 1
= _ &m0 .. .-+ -+ Tratamiento 2
E0T. b T~ —- - Tratamiento 3
z ., \ ~
£ 60 - Ay )
— - e o \
0 \T- ..
‘S 50 A ~
b= ..
g 40 - Y Y .
2 ~~ 1 o ____ _\-. ‘
§304 e BTSN
2
o 20 A
'_

10 A

O T T T T T

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (h)

Figura 3.7 Evaluacion de la reduccién de tensién superficial en los tratamientos con mascabado
como fuente de carbono.

En la figura 3.8 se muestra la dispersion de aceite (DA) de los tratamientos 1, 2 y 3.
En el que se observa que los tres tratamientos presentan formacion de halos, por la
dispersion de aceite en funcion del tiempo de incubacion.
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Figura 3.8 Dispersion de aceite de los sistemas 1, 2, 3 con mascabado y el testigo a diferentes
periodos de incubacién.

El segundo grupo se conformé por los tratamientos 3, 4 y 5 a los que se le adiciond
sacarosa como fuente de carbono (Figura 3.9). Se logré observar que el tratamiento
con mayor reduccion de TS fue el tratamiento 6 logrando una reduccion de 43
unidades, después de 50 h de incubacién, siguiéndole el tratamiento 5 con 36
unidades a las 36 h y el tratamiento 4 logrando reducir tan solo 12 unidades después
de 100 h de incubacion.
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Figura 3.9 Evaluacion de la reduccion de tension superficial en los tratamientos con sacarosa
como fuente de carbono.
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En el caso de los tratamientos con sacarosa (Figura 3.10) se observd que la
formacion de halos dentro del T4 fueron de menor dimensién (0.26 cm), siguiéndole
el T5 (0.66 cm) y por ultimo el T6 llegando a formar halos de 1 cm a las 108 h.
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Figura 3.10 Dispersion de aceite de los tratamientos 4, 5y 6 a diferentes periodos de incubacién.

En la figura 3.11 se muestran los tratamientos 7, 8 y 9 con glucosa como fuente de
carbono, de los cuales el tratamiento 9 fue el que presento la mayor reduccién de la
TS hasta 40 unidades, a las 36 h; mientras que el tratamiento 7 presentd una
reduccion de 39.5 mN/m y para el caso del tratamiento 8 se dio una menor reduccién
bajando solo 14 unidades después de 100 h de incubacion.
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Figura 3.11 Evaluacion de la tension superficial en los tratamientos con glucosa como fuente de
carbono.

Los halos de dispersion de los tratamientos con glucosa (Figura 3.12) mostraron
mayor diametro, siendo T8 el tratamiento con menor dispersion formando un halo
de 0.73 cm siguiéndole el T9 con 0.8 cm y el T7 con la mayor actividad presentando
un halo de 0.9 cm a las 108 h.
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Figura 3.12 Dispersion de aceite de los tratamientos 7, 8 y 9 (sistemas con glucosa) a diferentes
periodos de incubacion.
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En general se observaron diferencias en los resultados de tension superficial, entre
los diferentes tratamientos formulados conforme al disefio experimental (Tabla 2.1),
mostrando que los cultivos en los que se emple6é mascabado como fuente de
carbono (tratamientos 1, 2 y 3) fueron los que presentaron mayores reducciones de
TS. También se observo que los tratamientos con nivel medio de cobre (sistema
2, 6y 7) presentaron las mayores reducciones de tension superficial (Tabla 3.2).

En cuanto a los sistemas menos efectivos se encontré que T8 y T4 tuvierdn una
reduccion de TS inferior a los 15 mN/m, coincidiendo ambos con una concentracion
alta de cobre.

Tabla 3.2 Resultado de los tratamientos del disefio experimental Taguchi L9 (34).

Tratamiento Tensién Tension Reduccién de T.S
superficial superficial (mN/m)
(mN/m) Inicial (mN/m) Final
1 74.153 32.53 41.623
2 73.1 29.9 43.2
3 72.203 30.844 41.359
4 73.37 60.788 12.582
5 73.1 36.875 36.225
6 73.74 30.62 43.12
7 72.42 32.92 39.5
8 70.2 56.11 14.09
9 71.42 30.75 40.67

Con el desarrollo del disefio ortogonal Taguchi L9 (3%) se logr6 realizar el mayor
namero de combinaciones de los 4 factores y los 3 niveles a un bajo costo.
Obteniendo que los tratamientos experimentales con mayor reduccion de TS y por
lo tanto mayor produccion de biosurfactante fueron los tratamientos 1, 2y 9.

Al llevar a cabo una segunda cinética con los tratamientos con mayor reduccion de
TS se observo que el mejor tratamiento fue el nimero 2 logrando reducir la TS 44.87

47



unidades a las 48 h en comparacién del tratamiento 9 que descendio 43.89 unidades
hasta a las 49 h (Figura 3.13).
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Figura 3.13 Comparativo de reduccion de tension superficial entre los mejores tratamientos
experimentales.

En cuanto a la dispersion de aceite de los mejores tratamientos (Figura 3.14) el T2
obtuvo el mayor diametro del halo de dispersion con 1.16 cm, siguiéndole el T1 con
1 cmy por ultimo el T9 con halos de 0.8 cm el cual comenzd su disminucion a partir
de las 40 h y hasta las 108 h que durd la cinética.
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Figura 3.14 Dispersioén de aceite de los tratamientos 1, 2 y 9 a diferentes periodos de incubacion.

En cuanto al crecimiento celular se observé que existe una relacion entre el aumento
de produccion de biosurfactante con el aumento de biomasa a lo largo del tiempo
en los 3 casos, teniendo la maxima de produccién de BS a las 48 h de incubacién
(Figura 3.15).
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Figura 3.15 Densidad 6ptica obtenida con los mejores tratamientos experimentales.
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El analisis estadistico del disefio realizado con el software Statistica V.8 (Figura
3.16) muestra que el factor con mayor influencia sobre la reduccion de TS fue la
concentracion del cobre, siguiéndole la fuente de carbono y nitrégeno con valores
de reduccion de TS muy similares y por ultimo la concentracion de magnesio.
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Figura 3.16 Andlisis estadistico del efecto por nivel de cada una de las variables independiente en
la reduccién de tensién superficial.

3.3.2.1 Superficie de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta, es un conjunto de técnicas matematicas
utilizadas en el tratamiento de problemas en los que una respuesta de interés esta
influida por varios factores de caracter cuantitativo.

El objetivo final de esta metodologia es establecer los valores de los factores que
optimizan la variable respuesta (Khuriy Cornell, 1987).

En las figuras 3.17 a 3.22 se muestran las superficies de respuesta de 2 factores
combinados a sus diferentes niveles asi como la capacidad reductora de TS,
mostrando los niveles 0ptimos para cada elemento.

En la figura 3.17 se representa la superficie de respuesta del efecto de la
concentracion del NaNOs y el MgSOa sobre la variable de respuesta (reduccion de
la tension superficial). Se puede observar que conforme se incrementa la
concentracion de nitrégeno, es mayor la reduccion de la tension superficial, y de la
misma forma para el Mg al incrementar su concentracion se favorece la reduccién
delaTsS.
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Figura 3.17 Analisis de superficie de respuesta de la reduccién de tension superficial en funcién de
la concentracién del NaNO3 y MgSO, sobre el efecto de reduccion de tension superficial.

En cuanto a la interaccién del MgSOay la FC (Figura 3.18) se observo lareduccion
de tensién superficial en los tratamientos, en los que interaccioné la cepa IMP-G
con una concentracion alta de MgSOa (0.6 gL ). En la figura 3.19 se representa la
interaccion del NaNOs con los diferentes tipos de fuente de carbono (FC) y su efecto
en la reduccion de la tensién superficial, donde se observa que se obtuvo que el
efecto del NaNOs afecta de mayor forma logrando una mayor reduccion de tension

superficial al aumentar la concentracion de NaNOz (3 gL™') y utilizar mascabado
como fuente de carbono.
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Figura 3.18 Andlisis de superficie de respuesta de la reduccién de tensién superficial en funcién de
la concentracién del MgSO4 y la fuente de carbono.
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Figura 3.19 Andlisis de superficie de respuesta de la reduccién de tensién superficial en funcién de
la concentracion del NaNOs y la fuente de carbono.
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En el caso de la interaccion del CuSO4y MgSOs (Figura 3.20) se observd que un
cambio en la concentracion sulfato de cobre afecta la reduccion de tension
superficial, teniendo su maximo de producciéon con 0.0045gL* y resultando
desfavorable para la producciéon de BS si se administra en una dosis alta (>0.008

gL), mientras a mayor concentracion de MgSOa4 (0.6 gL ') se ve favorececida la
reduccion de TS.
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Figura 3.20 Analisis de superficie de respuesta de la reduccién de tensién superficial en funcién de
la concentracién de CuSQOg4 y el MgSOa.

La Figura 3.21 nos muestra que el valor 6ptimo del CuSO4 se encuentra en el nivel
2, correspondiente a la concentracion de 0.001gL !, mientras que la FC obtuvo una
mayor reducciéon al adicionar mascabado como fuente de carbono (nivel 1) sin
embargo, el efecto de la FC es menor en comparacion a la concentracion de Cu.
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Figura 3.21 Analisis de superficie de respuesta de la reduccién de tensién superficial en funcién de
la concentracién de CuSOQ. y la fuente de carbono (FC).

Para el caso de la interaccion del cobre (CuSOQOa4) y nitrégeno (NaNOs) en la
superficie de respuesta, se observd que el cobre tiene una fuerte influencia en la
produccién de biosurfactante tanto positiva como negativa, llegando a ser perjudicial
en altas concentraciones (Figura 3.22). Respecto al nitrégeno, se encontré que a
mayor concentracion de NaNOs se obtiene mayor reduccion de TS. La mayor

reduccion en la tensién superficial se encontré6 en la combinacion con la
concentracion de nitrégeno de 2.8 gL y de Cu 0.005 gL™2.
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Figura 3.22 Analisis de superficie de respuesta de la reduccién de tension superficial en funcion de
la concentracién de NaNO3; y CuSOa.

El analisis de los resultados del disefio experimental realizado con el software

Stadistic V.8 también una combinacion optima tedrica, la cual se presenta en la tabla
3.3 asi como el mejor tratamiento experimental.

Tabla 3.3 Factores y niveles del tratamiento experimental y tratamiento 6ptimo.
Factor

Combinacién

Combinacién
estadistica

experimental

(Tratamiento tedrico

(Tratamiento 2)
Optimo)

Fuente de carbono 1 (Mascabado) 1 (Mascabado)

NaNOs 3 (259gLY) 2 (29L7)

MgSOa4 3 (0.6gLY 2 (0.59LY)
CuSOa4

2 (0.001 gL 2 (0.001gL?)
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Para confirmar los valores sefialados por el andlisis estadistico se llevo a cabo una
cinética empleando las concentraciones recomendadas en el modelo como éptimas
(tratamiento tedrico) y el tratamiento experimental (tratamiento 2) con mayor
reduccio, los cuales se presentan en la figura 3.23. En ambos tratamientos se
obtuvieron comportamientos similares en cuanto a la reducciébn de tensién
superficial con reducciones de 42.81mN/m (Tratamiento teérico) y 43.45mN/m
(tratamiento experimental), difiriendo tan solo por 0.69 unidades a partir de las 36
horas y mostrandose estables hasta las 190 h.

Con base a los resultados se selecciond el tratamiento 2, al requerir menor
concentracion de estos elementos, es una mejor opcién de medio mineral para el
cultivo de la cepa IMP-G al ser mas econémica.
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Figura 3.23 Comparativo de reduccién en la tensién superficial entre el tratamiento teorico
brindado por el software y el tratamiento 2 experimental.
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Fuente de carbono

La FC utilizada en el cultivo de bacterias posee un efecto muy marcado en la
produccion de biosurfactante (Wei et al., 2005). Las FC generalmente utilizadas en
la produccion de biosurafactante pueden dividirse en tres categorias: carbohidratos,
hidrocarburos y aceites vegetales (Abdel-Mawgoud et al., 2008). Para el caso de B.
subtilis se tiene como referencia que produce biosurfactante en presencia de
carbohidratos para formar biosurfactantes de tipo lipopéptidos (Lin et al., 1994).
Entre las fuentes de carbono con mayor potencial reductor de TS se encontré al
mascabado y la glucosa, coincidiendo con Abdel-Mawgoud et al., (2008) quienes en
un estudio comparativo con B. subtilis entre 16 fuentes de carbono reportaron a la
melaza seguida por la glucosa como las FC con mayor productividad de surfactina
1.1 g/L y 0.8 g/L, respectivamente. En el presente estudio la diferencia entre la
glucosa y el mascabado no fue significativa por lo cual se seleccion6 al mascabado
como fuente de carbono ya que es una alternativa barata y prometedora en la
produccion a bajo costo.

Fuente de nitrégeno

La produccion de biosurfactante se ve afectada dependiendo de la concentracion
de la fuente de nitrogeno utilizada en la fermentacion. Para el caso de la cepa IMP-
G se obtuvo que a mayor concentracion de NaNOs se logré mayor produccion de
BS. Lo anterior coincide con lo reportado por Makkar y Cameotra (2002) los cuales
observarén que para B. subtilis la concentraciéon optima de NaNOs es de 5 gL
logrando reducir la tensién superficial hasta 30 mN/m que es similar al resultado que
se obtuvo en el estudio al lograr un descenso de TS a 28.4 mN/m con 2.5 gL™.
También Haddad et al. (2009) reportaron un medio mineral para B. subtilis HOB2
enriquecido con 0.1 gL* de NaNOs en el que obtuvieron una TS final de 38.8 mN/m.

Oligoelementos

Pese a que la produccion de biosurfactante se ve menos afectada por la presencia
de MgSO4, la adicion de este elemento incrementa la produccion de BS. Gudifia et
al. (2015) emplearon un medio de cultivo para B. subtilis MTCCC 2443, al cual se le
adicion6 MgSO4 a una concentracion de 2.4 mM incrementando la produccion de
biosurfactante de 0.34 gL' a 0.81 gL*. En cuanto al cobre se encontré que tiene
una gran influencia sobre la produccion del tensoactivos aumentando su produccion
a una concentracion de 1 mgL?, pero presenta un efecto perjudicial teniendo un
efecto inhibidor en el crecimiento bacteriano a los 8 mgL™. Los tratamientos con
dicha concentracién presentaron menor crecimiento y produccion del biosurfactante
Codina et al. (2000) y Madoni y Romeo, (2006) reportaron que la ecotoxicidad del
cobre es mayor que la de muchos otros metales pesados.
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Baek y An (2011) realizardn un estudio del efecto toxico de nanoparticulas de 6xido
de cobre (Cu), zinc (Zn), niquel (Ni) y antiminio (Sb) sobre B. subtilis, Escherichia
coli y Staphylococcus aureus y observarén que las nanoparticulas del ion cobre
fueron las mas toxicas para las 4 especies mostrando inhibicién del crecimiento
bacteriano a 2.7 mgL?. Otro estudio realizado por Codina et al. (2000) con
Saccharomyces cerevisiae y Pseudomonas fluorescens evaluaron el efecto de la
toxicidad que tiene el Cu a una concentracion de 0.1 mgL* en el que los estudios
mostraron un efecto inhibidor sobre los microorganismos. Wei y Chu (2002)
concluyeron en un estudio con sales de metal que el Cu? a una concentracion de
0.02 mM posee un efecto inhibidor de la produccion de surfactina por B. subtilis
produciendo tan solo 0.05 gL,

Biomasa

En el presente estudio se logrd observar que la mayor produccién de biosurfactante
tuvo una relacién con el crecimiento celular obteniendo la mayor reduccion de TS a
las 48 h, lo cual coincide con el crecimiento maximo de los cultivos. El
comportamiento de la biomasa en el caso de los tratamientos experimentales
coincide con lo reportado por Haddad et al. (2009). Estos investigadores que
encontraron que la reduccion de TS inicial se produce cerca del comienzo de la fase
estacionaria. Asi mismo Kim et al. (1997) en un estudio de la produccién de
lipopéptidos a partir de B. subtilis reportaron una relacion entre la produccién de
biosurfactante y el crecimiento celular utilizando un medio sintético. Davis et al.
(1999) y Suzuki et al. (1974) encontraron que el inicio de la produccion del BS se
produjo a mediados de la fase exponencial tardia.

3.4 Evaluacién de los factores ambientales en la produccion de la
biomolécula

Una condicion deseable del biosurfactante para aplicarlo en yacimientos de petréleo
es que este se sintetice in situ, es decir en el pozo, a condiciones de alta salinidad,
temperatura y en ausencia de oxigeno. Por lo anterior se realizaron ensayos para
determinar el efecto de la temperatura, la salinidad y la presencia de oxigeno en el
crecimiento de la cepa IMP-G y la produccion de biosurfactante.

3.4.1 Evaluacioén de la temperatura sobre el crecimiento y produccion del
biosurfactante.

Respecto a la resistencia del microrganismo a altas temperaturas se observo que
su maximo crecimiento se da a los 30 °C, en el cual el caldo presenté gran cantidad
de biomasa, un color blanquecino y turbidez. En el caso de los sistemas incubados
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a 40 °C el crecimiento se vio desfavorecido presentando también una coloracién
blanquecina pero con menor biomasa y turbidez; por otra parte a los 60 °C se inhibi6
el crecimiento bacteriano, por lo que el caldo conservo su color ambar-transparente,
al igual que los controles (Figura 3.24).

Figura 3.24 Efecto macroscépico de la temperatura de incubacion en la produccién de biomasa de
la cepa IMP-G en matraz Erlenmeyer A) Matraz inoculado y control incubados a 60°C, B)Matraz
inoculado y control incubados a 40°C, C) Matraces inoculados e incubados a 30 y 60°C.
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Figura 3.25 Efecto de la temperatura de incubacion sobre la reduccién de TS de la cepa IMP-G.

El experimento efectuado muestra que la mayor produccion de BS se presento a los
30 °C de incubacion descendiendo la TS 34.93 unidades, llegando a un valor de
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32.4 mN/m a las 48 h. Al incubar a 40 y 60 °C el crecimiento celular y por ende la
produccion de biosurfactante se vieron afectadas por el incremento de temperatura,
descendiendo la TS solamente 14 y 5 unidades, respectivamente (Figura 3.25).

Estos resultados son similares a los obtenidos por Abdel-Mawgoud et al. (2008) que
utilizando B. subtilis evaluaron el crecimiento de la cepa y la producciéon de
biosurfactante (surfactina) en el intervalo de 25 a 45 °C, encontrando mayor
produccion y crecimiento a los 25 y 30 °C.

Asi mismo Priya y Usharani (2009) en un estudio comparativo de produccion de BS
entre Bacillus subtilis (BS3) y Pseudomona aeuroginosa (PS3), analizaron el
crecimiento de ambas cepas en un rango de 35 a 40 °C, los autores encontraron
que la temperatura en la que se obtiene mayor crecimiento y produccion de BS es
a 37 °C y a temperaturas superiores el crecimiento celular se reduce.

3.4.2 Evaluacion de la salinidad sobre el crecimiento y produccién del
biosurfactante

La aplicacion de los biosurfactantes depende de su actividad a diferentes
condiciones como lo son temperatura, pH y salinidad. Por esa razon es importante
evaluar la estabilidad del biosurfactante producido por la cepa IMP-G y con ello
establecer si es viable su posterior uso en MEOR.
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Figura 3.26 Efecto de la concentracié de NaCl sobre la reduccién de TS de la cepa IMP-G.
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La actividad que mantuvo el biosurfactante producido por la cepa IMP-G fue estable
y similar para todas las concentraciones de NaCl evaluadas, descendiendo la TS
alrededor de los 30 mN/m en todos los tratamientos, demostrando que la cepa
produce BS a concentraciones de 20 gL de NaCl (Figura 3.26).
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Figura 3.27 Crecimiento de la cepa IMP-G sometida a diferentes concentraciones de NacCl.

En cuanto al crecimiento de la cepa IMP-G para las diferentes concentraciénes de
NaCl, el comportamiento en el intervalo evaluado fue similar (Figura 3.27), iniciando
el crecimiento a partir de las 26 h y manteniéndose constante hasta las 96 h.

El mayor crecimiento fue observado con el tratamiento adicionado con 15 gL de
NaCl a las 72 h, seguido por el tratamiento de 1gL*a las 72 h con un crecimiento
muy similar y después los tratamientos de 20 y 10 gL™* con crecimiento ligeramente
menor pero hasta las 96 h.

Ghojavand et al. (2008) utilizando Bacillus subtilis obtuvieron una TS de 31 mN/m
en un medio de 0% NaCl y al enriquecerlo con 20% de NaCl la TS se incrementé a
34 mN/m. Asi mismo la cepa HBO2 de Bacillus subtilis fue probada por Haddad et
al. (2009) mostrando produccion estable del BS ante concentraciones salinas de
hasta 25% y obteniendo tensiones superficiales de 27.3 a 38.8 mN/m.

Durante la evaluacion del crecimiento y produccion del biosurfactante producido por
la cepa IMP-G. Se obtuvo que la TS y el crecimiento bacteriano se mantuvieron
estables hasta salinidades de 20,000 ppm, con valores de TS entre 29-32 mN/m.
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3.4.3 Evaluacién del efecto de la concentracion del oxigeno sobre la cepa
productora de biosurfactante

3.4.3.1 Produccién de COzcon la cepa IMP-G en condiciones limitadas de
aire.

Una de las formas de evaluar los microorganismos es respirometricamente en este
caso se evalud la produccion de CO2. Se analisaron 3 sistemas con diferentes
relaciones de aire/nitrégeno que fuerdn: aire/N2 (50/50, 25/75 y 0/100).

En la figura 3.28 se observa la produccion de CO: en los diferentes sistemas. Para
el caso de los sistemas que aereados parcialmente, el comienzo de la produccion
de CO2 de los 3 cultivos se di6 a las 24 h y llegando a su fase estacionaria a las 48
h. La mayor produccién de CO2 fue de 5.79 mmol CO2z L h*? producida por el
sistema con 25% a las 24 h.

Mientras que en el sistema anaerobio (100% nitrégeno) la produccion de COz inicio
a las 48 h y continué de forma ascendente hasta las 160 h; A partir de este punto
se lleg6 a la fase estacionaria con 16.86 mmol CO2 Lt h'* alas 190 h.
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Figura 3.28 Produccion de CO; de los tratamientos con diferentes relaciones de aire-nitrégeno.

Modelo para evaluar la produccion de gas

La descripcion matematica de las curvas de produccion de gas permite el analisis
de los datos, la comparacion de los sustratos y la evaluacion de diferentes
ambientes de fermentacion. El modelo: exponencial simple se muestra inapropiado
para describir la cinética de fermentacion, una vez que subestima la produccion de
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gas en el inicio del proceso fermentativo, ya que subestima la asintota y no ofrece
un adecuado ajuste a la fase exponencial de la curva. Por otro lado el modelo
Gompertz supera todos estos problemas y ofrece un adecuado ajuste en las
primeras etapas del proceso fermentativo, asi como también en la fase asintética
de la curva (Noguera et al., 2004).

La produccion acumulada de CO: fue ajustada con una modificacion de la ecuacion
de Gompertz; la cual, es un modelo que describe el crecimiento microbiano en
funcién del progreso de acumulacién de un metabolito Lay et al. (1998) y Ren et al.
(2010).

Rmax e
P

CO, = Pax * €Xp {— exp[ A-t)+ 1]}

En donde:
- CO:2 es la produccion acumulada de CO2
- P es la produccion de CO2
- Pmax €s la produccién maxima de COz
- Rm es la velocidad maxima de produccion de CO2
- A es el tiempo aproximado de duracion de la fase adaptativa (lag)
- e es2.7182
- t es el tiempo de incubacion

Los ajustes de la produccion de CO2z con el modelo de Gompertz, se realizaron
utilizando datos experimentales obtenidos en cada prueba y se resolvieron con la
herramienta Solver de Microsoft Excel 2013.

En las figuras 3.29-3.31 se muestra el ajuste de los resultados experimentales
obtenidos de las 3 concentraciones de oxigeno aplicando el modelo matematico de
Gompertz:
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Figura 3.29 Produccion de CO; en el tratamiento con 100% de nitrégeno. Ajuste realizado con el
modelo de Gompertz.
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Figura 3.30 Produccién de CO; en el tratamiento con 25% aire y 75% nitr6geno. Ajuste realizado
con el modelo de Gompertz.
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Figura 3.31 Produccién de CO; en el tratamiento con 50% aire y 50% de nitrégeno. Ajuste
realizado con el modelo de Gompertz.

Los parametros cinéticos de la produccion del CO2 empleando el modelo de
Gompertz de la tabla 3.4, muestran que el tratamiento anaerobio fue el que presentd
el periodo de adaptaciéon mas largo (A= 42.7 h) y una velocidad de produccion de
C02(0.1677 mmol CO2 L't h'l). Sin embargo fue el cultivo con mayor actividad. Y
con respecto a los cultivos aireados se observé que los tiempos de adaptacion
fueron menores y que la velocidad de produccién de biogas similar.

Tabla 3.4 Pardmetros cinéticos de los tratamientos con diferentes relaciones de
oxigeno.

% Aire los Pmax Rmax A

tratamientos  (mmol CO2 LY) (mmol CO2 L1h?) (h) r2
0 17.6305 0.1677 42.6962 0.9992
25 4.7042 0.1508 29.3710 0.9994
50 6.0739 0.1603 10.7881 0.9841

Pmax produccién maxima (mmol CO2 L), Rmax velocidad maxima de produccion
(mmol CO2 Ltht) y A periodo de adaptacion (h).
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3.4.3.2 Produccion del biosurfactante bajo condiciones limitadas de oxigeno
En cuanto a la reduccion de TS (Figura 3.32), los 3 sistemas con diferentes
concentraciones de aire mostraron un descenso de TS de forma paulatina hasta las
48 h, desde este punto el tratamiento sin oxigeno logré una reduccion superior de
TS descendiendo de 71 a 36 mN/m a partir de las 72 h. Los sistemas con oxigeno
lograron reducir la TS inicial de forma poco significante de 71 a un rango de 54-55
mN/m, sin obtener variaciones considerables.
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Figura 3.32 Tension superficial del sobrenadante de los tratamientos con diferentes relaciones de
aire/ nitrégeno a diferentes periodos de incubacion, relacion aire / nitrégeno (0-100%) (m), relacion
aire / nitrégeno (25-75%) (A ), relacion aire / nitrégeno (50-50%) ().

En el caso de los sistemas anaerobios se ha reportado que Bacillus subtilis puede
emplear una ruta metabdlica alternativa en ausencia de oxigeno (Davis et al., 1999).

Este microrganismos es capaz de utilizar el nitrato como aceptor final de electrones,
realizando respiracion anaerobica por medio de la via nitrato reductasa, codificada
por el operén narGHJI (Ramos et al., 1995). De esta forma el nitrato es reducido a
nitrito y el cual a su vez es transformado en amonio, por medio de la via nitrato
reductasa (Nakano et al., 1998).

Sin embargo, el periodo de produccion de la biomoléculay la reduccion de la TS (36
mN/m) es mayor en comparacion a los valores obtenidos en sistemas con matraz
en la figura 3.23 se muestra que los valores de TS alcanzados a las 24 h a nivel
matraz con cultivos 100% aereado fueron de 30 mN/m.
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Fernandes et al. (2007) al cultivar a B. subtilis en ausencia de oxigeno y utilizar altas
concentraciones de nitrato en el medio (8.5 g L) y glucosa, lograron la produccién
de biosurfactantes. Consiguiendo una reduccion de 54 mN/m a 30 mN/m después
de 20 h de cultivo. Ademas estos autores reportaron que el nitrato se redujo a nitrito
alcanzando su maxima concentracion a las 16 h.

3.4.3.3 Evaluacién de la dispersion de aceite obtenida bajo condiciones
limitadas de oxigeno.

En cuanto a la dispersion del aceite de los sistemas probados, el sistema sin aire
fue el que presentd los mayores halos de dispersion (0.95 cm), los cuales se
obtuvieron a las 96 h. En los sistemas con oxigeno limitado se observo que a las 48
h los sistemas parcialmente aireados obtuvieron los halos de mayor diametro,
siendo el de 50% oxigeno el que presentd halos de mayor dimensiones (0.86 cm),
seguido del sistema con 25% oxigeno con halos de 0.36 cm (Figura 3.33).
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Figura 3.33 Dispersion de aceite de los tratamientos con diferentes relaciones de aire/nitrégeno en
los diferentes periodos de incubacion, relacién aire / nitrégeno (0-7100%) (m), relacion aire /
nitrégeno (25-75%) (A ), relacion aire / nitrégeno (50-50%) (e).
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Pese a que se obtuvo actividad dentro de los cultivos el crecimiento y produccion
de metabolitos no fue la misma que la obtenida a nivel matraz con cultivos
totalmente aereados, en la que los halos de dispersion fueron de mas de un
centimetro después de las 48 h.

El proceso de produccion de lipopéptidos se ve influenciado por condiciones
ambientales como la temperatura y la disponibilidad de oxigeno (Desai y Banat,
1997). Para el caso de B. subtilis la sintesis de lipopéptidos como la surfactina
dependen estrechamente del suministro de oxigeno (Coutte et al., 2010).

La aireacion del medio afecta fuertemente el crecimiento y la regulacion de la
sintesis de produccion de biosurfactante de las células (Clarke et al., 2006).
Airaciones bajas o altas conducen a una disminucion de los rendimientos de la
sintesis de BS (Sheppard y Cooper, 1990).

3.4 3.4 Evaluacién de la produccion de biomasa bajo condiciones limitadas
de aire.

La produccion de biomasa se determind como densidad Optica a 620 nm. El
crecimiento bacteriano entre los diferentes sistemas se dio en relacién al oxigeno
inicial disponible. Se observa en la figura 3.34 que los cultivos parcialmente aireados
tuvieron mayor actividad a las 24 h y un crecimiento de 0.49 DO (50% aire) y 0.4
DO (25% aire), para posteriormente comenzar un decremento paulatino. Para el
cultivo anaerobio su crecimiento inicio de forma lenta en las primeras 24 h y pasado
este lapso su crecimiento fue exponencial hasta alcanzar su maximo crecimiento
(0.61 DO) a las 96 h.
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Figura 3.34 Crecimiento de los microorganismos evaluada como densidad Optica en los tratamientos
con diferentes relaciones aire / nitrdgeno a diferentes periodos de incubacion, relacion aire / nitrégeno
(0-100%) (m), relacion aire / nitrogeno (25-75%) (A ), relacion aire / nitrogeno (50-50%) (e).

Asi mismo el comportamiento del crecimiento de la cepa IMP-G a nivel
macroscopico (Figura 3.35) fue similar, pudiendo observar que los sistemas
aerobios (2A, 3A y 4A) presentaron mayor turbidez de las 24 h y hasta las 72 h;
mientras que en el sistema anaerobio (1A) se conservod el cultivo color ambar con
poca turbidez en las primeras 24 h, pero se logr6 apreciar mayor turbidez y por ende
crecimiento después de las 72 h.

Estas observaciones coinciden con las realizadas por Carvalho et al. (2010), el
crecimiento, esporulacion y produccién de biocomponentes de B. subtilis. Estos
autores encontraron que al cultivar el microorganismo en condiciones anaerobias y
adicionar al medio de cultivo glucosa y sulfato de amonio, estos componentes
permiten obtener una mayor produccion de biomasa después de las 50 h. Asi
mismo la mayor produccion de BS que lograron obtener fue a partir de las 60 h.
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Figura 3.35 Efecto macroscopico de los cultivos a diferentes tiempos de incubacion A) 24 h, B) 48
h, C) 72 h, D) 96 h.
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Figura 3.36 Tincién de Gram de la cepa IMP-G a las 72 h de incubacion: A) 25% aire, B) 50 % aire,
C) 100% aire, D) sin Oxigeno.

Al realizar una tincién de Gram (Figura 3.36) se observo la morfologia de la cepa,
en la que se logré apreciar que los cultivos parcialmente aireados presentaron lisis,
ademas de menor coloracion y densidad poblacional, de acuerdo a la cantidad de
oxigeno inicial suministrado, para el caso del cultivo anaerobio la muestra presenté
mayor coloracién, no tuvo dafio celular y mayor densida poblacional; para el caso
de los cultivos totalmente aireados, la muestra presenté alta densidad poblacional,
coloracion de menor intensidad y sin dafio celular.

B. subtilis es considerada como una bacteria aerobia, pero algunos estudios con
estos grupos bacterianos han demostrado que son capaces de tener crecimiento
incluso en condiciones con un suministro de oxigeno severamente limitado (Nakano
eta.l, 1997).

Otra caracteristica macroscopica que se logré6 observar fue que los cultivos
adquirieron coloraciones distintas, esto dependiendo de su edad, si el cultivo es
joven presenta coloracion crema (Figura 3.37 A), mientras mas viejo estaba el
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cultivo, este adquiria una coloracion café claro (Figura 3.37 B) hasta llegar a marrén
(Figura 3.37 C).

Figura 3.37 Coloracion de la biomasa después de 72 h de incubacién: A) 0% aire .B) 100% aire, C)
50% aire.

3.5 Efecto combinado de la temperatura y la salinidad sobre la tensién
interfacial (TIF) y emulsién de aceite (% E24).

Para utilizar a los biosurfactantes en los procesos MEOR, es importante comprender
sus propiedades interfaciales en el equilibrio liquido-liquido. Aunque varios
investigadores han estudiado la actividad superficial en las fases aire / agua, solo
algunos informes presentan informacion sobre las propiedades de los BS en las
interfaces liquido / liquido (Pereira et al., 2013). Por lo tanto, es importante evaluar
estas relaciones y se estudio la tension interfacial alcanzada con el BS producido
por la cepa IMP-G en un sistema de agua / aceite con dos tipos de aceite crudo.

3.5.1 Efecto de latemperatura y la salinidad sobre %E2a4.

Como se menciond previamente los biosurfactantes poseen muchos usos
comerciales basados en sus habilidades para estabilizar una emulsion (Altmajer et
al., 2012). Sin embargo al realizar la medicion de la actividad emulsificante con el
sobrenadante libre de células los resultados obtenidos mostraron que no se
presenté emulsificacion en los sistemas probados con el crudo (Figuras 3.38-3.39).
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Figura 3.38 Prueba de %E24 sistema aceite 500A- biosurfactante.

En el caso del tipo de aceite en la figura 3.39 se observa que en el sistema con
aceite ligero (600F) y biosurfactante de la cepa IMP-G, para ambas temperaturas
logro formar una suspension con micro gotas de aceite integradas en la fase acuosa.

Figura 3.39 Prueba de %E>4 sistema aceite 600F- biosurfactante.
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La mayoria de los autores en la literatura cientifica han reportado que las
biomoléculas producidas por B. subtilis tienen actividad emulsificante con diversos
hidrocarburos (Altmajer et al., 2012).

En un estudio dirigido por Abdel-Mawgoud et al. (2008) con B. subtilis BS5 y
empleando caldo de cultivo libre de células y caldo de cultivo con crudo, encontraron
altos indices de emulsificacion con hexadecano, keroseno y disel; sin embargo
ambas preparaciones mostraron bajo indice de emulsificacién contra el aceite de
motor y aceite de linaza. Es de hacer notar que estos investigadores no evaluaron
el BS con crudos pesados.

Makkar y Cameotra (1998) en un estudio para producir BS con B. subtilis en
condiciones mesobfilas y termofilas reportaron emulsiones del 64.4% utilizando
ciclohexano y que ademas de emulsificar aceite de motor.

Fernades et al. (2007) evaluardn la actividad microbiana de B. subtilis R14 con
hexano observando que la mayor emulsificacion la alcanzaban con un valor de 70%
después de las 32 h de cultivo.

3.5.2 Efecto de latemperatura y la salinidad sobre la tension interfacial (TIF).

Al poner en contacto dos liquidos inmiscibles, el sistema considerado estara
formado por dos fases liquidas y la interface de contacto entre ellas. Estas fases
estaran sometidas a fuerzas de magnitudes diferentes a las que estdn sometidas
las moléculas del seno de cada uno de los liquidos. A esta fuerza se le denomina
tension interfacial (TIF) (Anton, 2005).

Los biosurfactantes son compuestos anfifilicos producidos que contienen restos
hidrofébicos e hidrofilicos que confieren la capacidad de acumularse entre fases
fluidas, reduciendo asi la tension superficial (TS) y tension interfacial (TIF) en la
superficie y la interfaz, respectivamente (Banat et al., 2010). Lo cual promueve la
disminucion de las fuerzas capilares, aumentando la movilidad y la liberacion del
petréleo residual de los yacimientos (Bryant y Lockhart, 2002). La TS Y la TIF se
ven afectadas por factores ambientales como el pH, la temperatura y la salinidad.

Por esta razon en este trabajo fue evaluada la disminucion de la tension interfacial
del biosurfactante con crudo de diferentes caracteristicas (Tabla 3.5) en sistemas
con diferente temperatura (30 y 60°C) y salinidad (0, 2.5, 25 y 50 mgL-* de NaCl).

74



[Al [B]

Figura 3.40 Forma de la gota pendiente sistema [A] aceite 500A/biosurfactante 30°C; [B] aceite
500A/agua destilada 30°C sin sal.

[Al [B]

Figura 3.41 Forma de la gota pendiente sistema [A] aceite 600F/biosurfactante 30°C; [B] aceite
600F/agua destilada 30°C sin sal.
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Tabla 3.5 Caracteristicas de los aceites crudos empleados para evaluar la TIF en
funcion del BS producido por la cepa IMP-G

Aceite Grados API Clasificacion
500 A 22.49 Pesado
600 F 33.39 Ligero

Se probaron 2 aceites crudos en el estudio (500A y 600F) para evaluar la TIF
alcanzada por la cepa IMP-G, emplando como medio circundante medio mineral
con biosurfactante y utilizando como blanco agua destilada y medio mineral (Figuras
3.40 [A] y 3.41 [A]) de los cuales pudimos observar que para ambos tipos de crudo
al emplear el BM con BS se formaron gotas de diametro pequefio, lo que denota
tensiones bajas, y el tamafo de las gotas de crudo formadas en el medio acuoso
esta relacionado con la TIF, a mayor tamafio mayor TIF entre los liquidos. Asi mismo
se pudo observar en el caso contrario con las gotas formadas por los aceites en el
medio circundante de agua (Figuras 3.40 [B] y 3.41 [B]) los cuales presentardn gotas

de aceite mas grandes.

3.5.2.1 Comparacién de los resultados del TIF en los aceites
Al realizar la evaluacion de descenso de TIF empleando aceite 600F en las

diferentes concentraciones salinas y temperaturas (Figura 3.42) se observo que la
mayor disminucion de la TIF fue de 13.69 unidades, llegando a 0.93 mN/m con el
tratamiento a 60°C y una concentracion del 2.5% de NaCl. No se observo una
correlacion entre la temperatura y salinidad puesto que en todos los casos se logro

descender la TIF de entre 1.58 a 0.93 mN/M en los sistemas con BS.
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Figura 3.42 Comparacion de la tension interfacial entre los sistemas aceite 600F/biosurfactante
(BS-aceite) y el control aceite 600F/medio mineral (BM-aceite) a diferentes condiciones
ambientales.

Para el caso del aceite 500A (Figura 3.43) la mayor reduccion a 30 y 60°C se dio
en una concentracion salina del 2.5% de NacCl, descendiendo a 3.39 mN/m (14.73
unidades) y 2.53 mN/m (10.38 unidades) respectivamente; En el resto de los
tratamientos obtuvo un comportamiento similar presentando reducciones de 3.65 a
2.86 mN/m.

De este estudio se desprende que la TIF no solo depende de las condiciones
ambientales, sino que también de los constituyentes de las fases. Como se observa
para los diferentes aceites, la interaccidbn con el biosurfactante a las mismas

condiciones presento diferentes valores de TIF.
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Figura 3.43 Comparacion de la tension interfacial entre los sistemas aceite 500A/biosurfactante y
el control (aceite 500A/medio mineral) a diferentes condiciones ambientales.

La comparacién de estos resultados coincide con Deleu et al. (1999) en la que en
un estudio de la emulsion y tension interfacial de B. subtilis lograron la reduccion de
la TIF hasta 1 mN/m. Asi mismo Pereira et al. (2013) al realizar la caracterizacion y
optimizacién de B. subtilis (#309, #311 y #573) encontraron que tienen la capacidad
de reducir la TIF a valores de hasta 5 mN/m. Al-bahary et al. (2013) analizaron la
produccion de B. subtilis B20 a nivel matraz y lograron producir BS capaz de reducir
la TIF de 27 mN/m a 5.02 mN/m.

3.6 Escalamiento de la produccién de biosurfactante de nivel matraz a nivel
bioreactor

Una vez comprobado el crecimiento, produccion de biosurfactante y establecidos
los parametros nutritivos y ambientales del microorganismo a nivel matraz, se
realizé el cambio de sistema de cultivo a un bioreactor de tipo tanque agitado de 3

L en el que se analizé la produccién de BS hasta las 72 h (Figura 3.44).
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Figura 3.44 Produccién de biosurfactante por la cepa IMP-G en un bioreactor de tipo tanque
agitado A) T=0h,B) T=24 hy C) T=48 h.

Para la produccion de biosurfactante a nivel bioreactor se observé que la TS en el
medio de cultivo se mantuvo de los 37.99 mN/m a 50.44mN/m, siendo esta més alta
gue la obtenida en las cinéticas a nivel matraz (Ver Seccién 3.3.2.1). También se
observé que alrededor de las 20 h, el sistema producia una gran cantidad de
espuma.

Joshi et al. (2013) sefialan que al realizar el escalamiento de Bacillus licheniformis
R2 detectaron que en la espuma se concentra el BS, por lo que disefiaron un
sistema de recoleccion de espuma, al que tras analizar su TS descubrieron que ésta
llegé hasta 28mN/m.

Sobre esta base se disefid un sistema de recoleccion de espuma en la parte
superior del bioreactor con un tubo adaptado con un frasco recolector (Figura 3.45).
Se realiz6 una cinética analizando la TS de la espuma producida por el
microrganismo, la cual present6 una TS de 27.07 mN/m a las 24 h y permaneciendo
en 27.48 mN/m hasta las 72 h (Figura 3.46). En contraste la TS en el caldo de cultivo
fue de 40.89 mN/m a las 72 h; por lo que se puede concluir que el biosurfactante
producido por la cepa IMP-G en el bioreactor se concentro en la espuma.
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Figura 3.45 Bioreactor con apertura superior y conexion de manguera a un frasco para la
recoleccion de espuma.
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Figura 3.46 Cinética de la produccién de biosurfactante en el bioreactor analizada como TS en la
espuma y en el caldo de cultivo.
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La espuma recolectada se captur6 en un frasco y el producto fue secado y llevado
directamente a peso constante en horno a 80°C durante 72 h.

3.6.1 Dispersidn de aceite del biosurfactante

La técnica de dispersion de aceite mide el didmetro de las zonas claras (halos) que
se forman al colocar una gota de una solucion que contiene un biosurfactante en
una mezcla de aceite-agua (figura 2.3) (Morikawa et al., 2000). Las muestras fueron
evaluadas por triplicado y se utiliz6 como control el medio mineral sin inocular.

Figura 3.47 Evaluacion de la dispersion de aceite con A) Biosurfactante contenido a nivel matraz
B) Biosurfactante contenido en la espuma producida en el bioreactor.

En cuanto a la dispersion de DA como se observa en la figura 3.47 se detecté una
gran diferencia entre los halos formados por los productos obtenidos a nivel matraz
y bioreactor. El producto presente en el caldo de cultivo a nivel matraz en presentd
halos con didmetros de 1 a 2 cm, mientras que con la aplicacion del producto
obtenido directamente de la espuma del reactor se alcanzaron halos de un didmetro
de hasta 12 cm.

Santos da Silva et al. (2015) coinciden con que la integracién del dispositivo de
separacion de espuma en el bioreactor se muestra como un método simple y
practico para la concentracion de surfactina en Bacillus sp.
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3.7 Rendimiento de la produccién de biosurfactante de nivel matraz a nivel
biorreactor

Para la aplicacion a gran escala de los biosurfactantes es necesario encontrar
alternativas a los problemas actuales (alto costo y bajo nivel de produccion). Para
producir BS en cantidad suficiente la investigacion necesita centrarse
principalmente en lograr mayores rendimientos y optimizar el proceso (Motta et al.,
2016).

La estimacion del rendimiento del bioproducto se realizé inicialmente con el caldo
de cultivo obtenido a nivel matraz el cual se liofilizé para eliminar el agua. En la
figura 3.48 se muestra el liofilizado crudo del biosurfactante de la cepa IMP-G
procesado después de la purificaciébn con acido clorhidrico, el cual presenté una
coloracion café rojiza.

Figura 3.48 Apariencia del liofilizado crudo del biosurfactante de B. subtilis IMP-G.

El liofilizado presenté una TS de 34 mN/m y un rendimiento de 2.83 g L) (Tabla
3.6). Para determinar el rendimiento del BS a nivel reactor se separ¢ y cuantifico la
espuma, ésta se secé y se obtuvo un rendimiento de 1.8 g L. Estos datos son
similares los reportados por Yeh et al. (2006), que al mejorar el disefio de un
bioreactor para la produccion de surfactina con Bacillus subtilis ATCC 21332,
lograron un rendimiento de 1.385 g L™1. Es importante mencionar que en el presente
trabajo, si bien el producto crudo del liofilizado fue mayor en masa, por los
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parametros evaluados, podemos determinar que su pureza fue menor a la de la
espuma al presentar una TS mayor.

Tabla 3.6 Comparacion de la produccion a nivel reactor y matraz evaluados por su
actividad tensoactiva (TS).

Parametro Valor

TS del sobrenadante libre de células (matraz) 30.839 + 0.345 mN m*
TS del iofilizado 34.0466+ 0.782 mN m?
TS de la espuma 27.49 mN m*
Rendimiento crudo a nivel matraz (liofilizado) 2.83¢glL?

Espuma seca 1.8glL?

Yao et al. 2015 al producir surfactina con Bacillus amyloliquefaciens en un reactor
industrial de 19 L con aireacion de 1 vwm y 150 rpm obtuvieron un rendimiento de
4.7 gL' después de 21 h de cultivo. Willenbacher et al. (2015) proponen la
produccion de surfactina en un bioreactor en condiciones anaerobias empleando
Bacillus subtilis DSM10 utilizando glucosa 2.5 gL' y nitrato de amonio. Estos
autores reportan un rendimiento de 0.278 g/g.
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3.8 Concentracion Micelar Critica (CMC)

En cuanto a la concentracién micelar critica se tomo6 una muestra del producto crudo
concentrado y se diluyé en un volumen apropiado para tener una solucion de 10 g
L1 y apartir de esta soluciéon se realiz6 el célculo para determinar de la CMC,
utilizando diferentes diluciones (Figura 3.49). El valor de CMC para este producto
semipurificado fue de 1430 mgL™.
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Figura 3.49 Célculo de la CMC con el producto semipurificado.
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3.9 Caracterizacion del biosurfactante
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Figura 3.50 Comparacion de la espectroscopia FTIR del estdndar de surfactina (A) y del
biosurfactante semipurificado producido por la cepa IMP-G (B).

El producto semipurificado proveniente de la espuma, fue evaluado con
espectroscopia FTIR como se muestra en la figura 3.50. Al contrastar los espectros
del biosurfactante semipurificado de la cepa IMP-G vy los reportados en la literatura
del estandar de surfactina de Bacillus subtilis (De Oliveira et al. 2013), es posible
observar que en los espectros son similares en grupos funcionales. Ambos
presentan bandas caracteristicas de aminoacidos, como los grupos NH en la
longitud de onda 3300-3440, C-O en la longitud de 1650, lo que indica la naturaleza
péptidica del BS, otras sefales fueron C-H en la region de 1469, C-H en la region
de 1700 ademas de cadenas de hidrocarburos alifaticos de los 300-2800.
Resultados similares fueron obtenidos por El-Sheshtawy et al., en el 2015 al
caracterizar surfactina producida por Bacillus licheniformis (Figura 3.50).
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La cepa IMP-G es capaz de producir una biomolécula con propiedades
tensoactivas.

El disefio experimental Taguchi L9 (3%) permiti6 determinar la mejor
combinacion de nutrientes para la produccién del biosurfactante: mascabado
[10 gL1], NaNOs [2.0 gL], MgSOa [0.5 gLY] y CuSO4 [0.001 gL1].

La fuente de carbono utilizada es un factor fundamental en la produccion del
biosurfactante de la cepa IMP-G. En el estudio se eligié al mascabado por su
alta eficiencia y bajo costo, reduciendo con ello en gran medida los costos de
produccién del biosurfactante. Para el mejor tratamiento se obtuvo una
reduccion de TS con valores 28.44 mN/m en 48 h a nivel matraz.

Se encontr6 que la produccién del agente tensoactivo esta ligado al
crecimiento del microorganismo, a mayor produccién de biomasa se obtuvo
la mayor produccién de biosurfactantes, por lo que se le considera un
metabolito primario.

La temperatura Optima de crecimiento y produccion del biotensoactivo fue de
30 °C, a temperaturas mayores el crecimiento de la cepa IMP-G se ve
desfavorecido por lo que no es recomendable su uso directo en pozo.

El evaluar la produccién de BS por la cepa IMP-G, se demostro que la cepa
fue estable a niveles moderados de salinidad, puesto que presento
crecimiento y producciéon del BS a condiciones de 20 gL de NacCl.

Los resultados muestran que la cepa IMP-G tiene crecimiento en todas las
concentraciones de sal evaluadas sin embargo, el mayor crecimiento celular
y produccion de BS fue a 1.5% de NaCl.

La cepa IMP-G demostré ser una cepa facultativa la cual logra producir
biosurfactante, incluso en condiciones anaerobias. Sin embargo su
produccion es mas lenta comparada con los sistemas completamente
aireados.

El microorganismo es capaz emplear el nitrato para realizar respiracion
anaerobica y producir biosurfactante.

En los intervalos de temperatura y salinidad evaludos se encontré que la
actividad tensoactiva de la cepa es estable.
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El biosurfactante redujo la tension interfacial en sistemas crudo/agua
alcanzando 2.53 mN/m con el aceite 500A (°API 22.49) y 0.93 mN/m con el
aceite 600F (°API 33.39).

El biosurfactante producido no presentd actividad emulsificante con los
aceites crudos probados.

El escalamiento de la produccion de biosurfactante a nivel bioreactor (3 L)
fue factible, ademés de que se adapt6 un sistema de recoleccion de espuma
que permitié una separacion eficiente de biosurfactante.

El rendimiento del biosurfactante crudo (espuma) en el bioreactor fue de 1.8
gL conuna TS de 27.48 mN/m.

La CMC del biosurfactante fue de 1.43 gL

El espectro FTIR del biosurfactante producido por la cepa IMP-G, presenta
grupos funcionales semejantes al estandar de surfactina reportada en la
literatura.

Los resultados muestran que el BS obtenido por la cepa IMP-G tiene

potencial para ser usado en la recuperacion mejorada de hidrocarburos al
reducir la TIF de crudos pesados.
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