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Introduccion

Capitulo 1. Introduccion

Dado que las fuentes de hidrocarburos en México se han ido agotando en yacimientos
conocidos, actualmente la exploracién y extracciéon del hidrocarburo se realiza en aguas
profundas (mayores de 500 m) donde el Golfo de México ha sido evaluado como uno de los
principales yacimientos potenciales de petréleo. Para solventar el déficit en el abastecimiento de
hidrocarburos, es necesario que México sea capaz de desarrollar su propia tecnologia, a través
del estudio de los diferentes sistemas de extraccidon, produccidn y almacenamiento utilizando
las experiencias de otros paises, para modelar y simular y asi desarrollar las condiciones de
trabajo 6ptimas en este ambiente operacional de cada uno de los componentes que influyen en
el desempefio del equipo. Las tecnologias que se estan desarrollando son principalmente las de

extraccién mejorada de petréleo mediante la adicion de surfactantes sintéticos.

Los surfactantes son compuestos que reducen la tensién superficial de un liquido, la
tension interfacial entre dos liquidos, o entre un liquido y un sélido. Son compuestos anfipaticos
que contienen un extremo hidrofilico y un extremo hidrofébico. Por lo tanto, una molécula de
tensioactivo contiene ambas partes, un componente insoluble en agua (soluble en aceite) y un
componente soluble en agua. No obstante su aplicacidon se ve limitada debido a su baja
biodegradabilidad y toxicidad. Es por ello que se ha propuesto utilizar surfactantes de origen

bioldgico.

El interés por surfactantes bioldgicos (biosurfactantes) ha crecido en los Ultimos afnos
debido a su diversidad, la naturaleza ecolégica, posibilidad de produccién a gran escala, la
selectividad, el rendimiento en condiciones de cultivo extremas y sus aplicaciones inminentes en
materia ambiental. Sus caracteristicas tales como baja toxicidad, alta biodegradabilidad, mejor
compatibilidad con el medio ambiente, alta capacidad de formacion de espuma, mayor
selectividad, actividad especifica a temperatura extrema, el pH (5-9), la salinidad (hasta 5%), y la
posibilidad de produccién a partir de residuos renovables los hacen de alto interés comercial
(Khopade et al., 2012; Kiran et al., 2010). Existe una diversidad de fuentes productoras de
biosurfactantes, no obstante una fuente poco explorada es el ambiente marino (Bozo-Hurtado

et al., 2012; Maneerat et al., 2006; Satpute et al., 2010; White et al., 2013). En México existen
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zonas costeras que son una importante reserva natural de estos microorganismos, debido a la
permanente presencia de hidrocarburos como consecuencia de las actividades donde existe

exploraciéon y explotacion petrolera.
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Capitulo 2. Antecedentes
El petréleo crudo es uno de los recursos naturales mas importantes para México. Su
exploracién, explotacién y transformacion permiten satisfacer las necesidades energéticas de los
sectores productivos del pais. Asimismo, los ingresos petroleros son fundamentales para el
crecimiento econdmico (SENER, 2012). En la actualidad los hidrocarburos se han convertido en
la principal fuente de energia del mundo en donde México esta ubicado como uno de los
principales lideres en la produccién del crudo generando el 18 % del total obtenido en el

continente Americano.

En 2011, las reservas probadas mundiales de petréleo crudo se ubicaron en 1,652.6 miles
de millones de barriles (MMMb), 1.9% superior respecto a las registradas en 2010. De acuerdo a
la SENER (2012) el 72.4% de las reservas corresponden a los paises de la Organizacion de Paises

Exportadores de Petréleo (OPEP).

Respecto a las reservas probadas por pais, Venezuela se ubicé en el primer lugar, con
17.9% del total. Arabia Saudita concentrd 16.1% de las reservas mundiales en 2011. México se

ubico en el décimo octavo lugar, con 0.8% del total mundial.

La relacidn reserva-produccion (R/P) se ubicé en 54.2 afios a nivel mundial. Manteniendo
las mismas condiciones de produccidon y descubrimientos de 2011, los paises de la OPEP
dispondrian de 91.5 afios de petréleo crudo, mientras que las relacién R/P para los paises de la

OCDE seria de 34.7 afios (SENER, 2012).

Para evaluar las reservas se realizan actividades de exploracién, perforacién y explotacién
de nuevos yacimientos de hidrocarburos, estas se realizan tanto en la superficie como en las
profundidades. En nuestro pais a principios de 1993, se comenzd la exploracién en plataformas
maritimas fijas, extrayendo hidrocarburos a profundidades de 180 m. En el Golfo de México, se
han encontrado zonas con potenciales del hidrocarburo suficientes para en el corto plazo, seguir
abasteciendo al pais con esta fuente de energia. En la extraccion de hidrocarburos debido a la
necesidad de esas profundidades, a México se le presenta un reto tanto tecnolégico como de
innovacion al adaptar nuevos sistemas de extraccidén a sus condiciones de operacion (Gamez-

Trevifio & Pifla-Monarrez, 2007). Uno de los principales problemas que enfrenta PEMEX es la
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falta de tecnologia para desarrollar la infraestructura necesaria para explotar de forma
sustentable las reservas nacionales de hidrocarburos; entre ellos los yacimientos profundos, los
gue equivale al 50 % de los recursos prospectivos del pais. La mayor parte de la tecnologia
existente pertenece a compafias extranjeras. Por lo que PEMEX se ve obligada a rentar
plataformas y tecnologia, lo que eleva considerablemente los costos de extraccién y produccion

(CMIC, 2012).

Tanto para la busqueda del petréleo, como para su explotacion, se emplean los sondeos
cuya perforacion del mar requiere técnicas y equipos especializados, que constantemente son

perfeccionados.

El costo promedio actual de extraccién de petréleo de México es de cinco ddlares por
barril que durante los préximos afios debido a mayores costos de exploraciéon de acuerdo con
Petréleos Mexicanos aumentard medio délar mas en promedio anual. La tendencia es que los
costos se incrementaran a largo plazo. La industria petrolera continua haciendo pruebas en aguas
profundas y, segln la industria internacional, extraer petrdleo en esas regiones representa un

costo entre diez y 15 ddlares por barril.

Normalmente las transnacionales reponen a sus reservas el 90 o0 100 % de la cantidad que
producen anualmente de petréleo, mientras que en México solo alcanza a cubrir el 26 %,
estimandose que en pocos anos alcanzar el 77 % mediante la aplicacidon de nuevas tecnologia de

extraccion.

2.1 Explotacién de petréleo en un nuevo yacimiento

Para la produccién petrolera luego de haber realizado la perforacién, el pozo estd en
condiciones de producir. En este momento puede ocurrir que el pozo sea puesto en
funcionamiento por empuje natural (donde la energia es aportada por el mismo yacimiento), lo
gue no ocurre en la mayoria de las perforaciones. Dependiendo de varias circunstancias, tales
como la profundidad del yacimiento, su presidn, la permeabilidad de la roca reservorio, etc., el
fluido llegara a la superficie con caudales satisfactorios o no satisfactorios. Del volumen total del
petroleo existente en el yacimiento, este puede ser recuperado en diferentes etapas de

extraccion.
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En la extraccion de petréleo en su fase de "recuperacién primaria", es decir, aquella que
se efectuada en funcidn de la energia existente en el yacimiento, acudiendo en algunos casos a
métodos artificiales. Dicha fase permite obtener entre un 15% y un 35% del petrdleo in situ. Si se

trata de petréleos viscosos, la extraccidon puede ser inferior al 10%.

Es comun aplicar algunos medios para mejorar los valores de recuperacion, por ejemplo
la inyeccion de gas o agua en determinados pozos denominados "inyectores", con el objeto de
desplazar volumenes adicionales de petréleo hacia el resto de los pozos del yacimiento que

conservan el caracter de "productores". Esto se llama "recuperacion secundaria".

Ademads de la recuperacién secundaria, se suelen aplicar otros métodos Ilamados de
recuperacién terciaria o mejorada, tales como la inyeccién de anhidrido carbdnico (CO),
solventes, surfactantes, polimeros, o métodos térmicos tales como la inyeccién de vapor, o de

combustidn in situ (figura 1).

Estas tecnologias de recuperacion pueden extraer un promedio maximo de 45 % del
petrdleo original en la recuperacién primaria y secundaria. Por lo tanto, estas operaciones de

recuperacién de petrdleo convencionales a menudo dejan dos tercios del hidrocarburo en el

Estrategias de la recuperacién mejorada de petréleo

A 4 \ 4 A\ 4 A 4 A 4

Térmica Quimica Inyeccién de Biotecnoldgica Otras

~ } ! I |

depdsito (Brown, 2010).

Figura 1. Diagrama de las etapas del procesos de la recuperacién mejorada de petréleo.

2.2 Recuperacién mejorada de petréleo

* Inundacioén * Polimeros * CO, * Recuperacion * Sismica/estimulacion
con vapor * Surfactantes N, mejorada de petréleo sonica
. '(Ajombuslt.ién * Alcalis . Gases de (biologica) * Electromagnética
gua caliente combustién

Para satisfacer la demanda de energia de todo el mundo, hay una gran necesidad de

producir mas crudo, con la produccién petrolera estancada y la baja recuperacién de los métodos
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convencionales, la atencidn se ha centrado en las técnicas de recuperacién mejorada para extraer

mas petréleo de los yacimientos petroliferos existentes y abandonados.

Los métodos de recuperacion mejorada se aplican con sustento técnico desde los 50°s,
adquiriendo impulso con cada incremento en el precio del petréleo. Existen mdas de 350
proyectos de recuperacion mejorada en el mundo, siendo atribuible a ellos el 2.2 % de la
produccién global (Silva Lopez, 2012). Las principales empresas dedicadas a la extraccién
mejorada de petrdleo se muestran en la figura 2, se puede observar que la empresa OXY
(Occidental Petroleum Corporation, por sus siglas en inglés) es la que tiene mayores avances en
estas etapas de recuperacién, sin embargo, la empresa CNPC (China National Petroleum
Corporation, por sus siglas en inglés) ha logrado aplicar en produccion a los biosurfactantes de
origen microbiano. Por otro lado, PEMEX tiene un atraso en este tipo de tecnologias, por lo que
el campo de aplicacién de estos métodos la recuperacién mejorada de petréleo microbiana tiene
el potencial de ser rentable (Sen, 2008). Estos métodos de recuperacion se refieren a que
implican el uso de metabolitos de una poblacién microbiana incluyendo biosurfactantes,
biopolimeros, biomasa, 4acidos, disolvente, gases y también enzimas para aumentar la
recuperaciéon de petréleo de yacimientos agotados y marginales, alargando asi la vida de los

pozos de petrdleo (Lazar et al., 2007).

En desarrollo / | Investigacion y
- produccion - Pruebas piloto ! desarrollo

vm :‘ ExonMobi :} StatotHyd J ‘m
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situ L | |
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Figura 2. Experiencia de la industria a nivel Mundial en Recuperacién Mejorada (Silva Lopez, 2012).
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Un requisito previo a la recuperacion mejorada es una revisién exhaustiva de los
mecanismos fisicos y bioquimicos que controlan las respuestas microbianas a los sustratos de
hidrocarburos y su movilidad. Estas revisiones incorporan el analisis de los aspectos de la
adhesion y la transformacion de los hidrocarburos, los cambios de la membrana de los
microorganismos, adhesién a la superficie celular, hidrofobia y quimiotaxis (Khire & Khan, 1994a,

1994b).

Tomando en cuenta que las reservas probadas en México son de 11.4 miles de millones
de barriles (SENER, 2012), una parte importante de estas reservas seria el objetivo principal de
estas técnicas de recuperacion mejorada de petréleo microbiana que se estima tiene el potencial
de recuperar gran parte del hidrocarburo restante, que se estima alrededor de 6612 millones de
barriles que representa el 59% de la produccion total, ademads existen yacimientos que fueron

agotados por las técnicas convencionales y que se encuentran abandonados que también pueden
Yacimiento abandonado pero recuperable
con tecnologias convencionales (4 %)

Yacimiento abandonado y no recuperable con
tecnologias convencionales (6 %)

Reservas por encontrar (2 %) /

\

Produccién anual acumulada Actual, pero .no .rlecuperable por tecnologllas convenuonal.els,
(29 %) campo de aplicacion de las nuevas tecnologias de recuperacién
mejorara de petréleo (59 %)

ser objetivo principal de este técnica extraccién mejorada, sumando por ultimo las reservas por
encontrar (2%), por lo que el potencial de aplicacidon de estas técnicas puede llegar a ser del 71%

del total de hidrocarburos presentes en el subsuelo (figura 3).
Figura 3. Reservas probadas de hidrocarburos en México (SENER, 2012).

Sin embargo esta recuperacion es un reto porque el hidrocarburo restante a menudo se
encuentra en regiones de dificil acceso donde existe presién capilar en los poros. Se aplica en

estos casos una estrategia combinatoria que consiste en la inyeccion de un fluido o fluidos
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(tensoactivos) como complemento a la presion natural del depésito, donde los fluidos inyectados
interactlan en un sistema roca/petréleo/salmuera para crear condiciones favorables para la
maxima recuperacién del hidrocarburo (Sen, 2008). Los biotensoactivos reducen la tensién
interfacial entre el aceite/agua y el aceite/roca, esto reduce las fuerzas capilares que impiden
que el aceite se mueva a través de los poros de la roca (figura 4). Los biotensoactivos también
pueden unirse fuertemente a la interfase agua-petréleo y formar una emulsién. Esto estabiliza el
aceite desorbido en agua y permite la extraccidon de aceite junto con el agua de la inyeccion

(Suthar et al., 2008).

Biosurfactante

Petroleo
crudo

Figura 4. Mecanismo de los biosurfactantes en la recuperacion de petréleo (Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

2.3 Tipos de biotensoactivos

Los biotensoactivos mejor estudiados son los glicolipidos. Entre estos, los compuestos
mas conocidos son los ramnolipidos, trealolipidos, soforolipidos y lipidos de manosileritritol
(figura 5), que contienen mono- o disacaridos, combinados con acidos alifaticos de cadena larga
o hidroxialifaticos. Los ramnolipidos de Pseudomona aeruginosa son actualmente
comercializados por Jeneil Bio-surfactant, EEUU, principalmente como fungicida agricola o como

aditivo para mejorar las condiciones de bioremediacién.
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2.4 Funcion de los biotensoactivos

Los biotensoactivos se acumulan en la interfase entre dos fluidos inmiscibles, o ente un
liguido y un sdlido. Mediante la reduccién de la tensién superficial (liquido-aire) e interfacial

(liquido-liquido) que reducen las fuerzas de repulsidén entre dos fases diferentes y permitan que

estas puedan mezclarse e interactuar mas facilmente (figura 6).
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Figura 6. Acumulacion de biosurfactantes en la interfase entre liquido y aire (Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

2.4.1 Concentracion micelar critica

La actividad biotensoactiva depende de la concentracién de los compuestos hasta que se

obtiene la concentracién micelar critica (CMC). La CMC se define como la concentracion minima

necesaria para iniciar la formacién de micelas (Mulligan, 2005). A concentraciones superiores de

la CMC, las moléculas del biosurfactante se asocian para formar micelas, bicapas y vesiculas

(figura 7). La formacién de las micelas permite a los biosurfactantes reducir la tension superficial

e interfacial y aumentar la solubilidad y biodisponibilidad de los compuestos organicos

hidrofobos.

Monomeros del

biosurfactante
A ‘//E e\\_;b @ i e\—. >
CMC
< -
=% Solubilidad
gl N : /
S .
) \ :
= ~ :
1] I R — _____ Tensién superficial
—~ ] Tension interfacial
~——— —

Concentracion del surfactante

Figura 7. Relacion entre la concentracion del biosurfactante, superficie de tension y formacion de micelas.

En la practica, la CMC es también la concentracién maxima de mondmeros de tensioactivo

en agua y esta influenciada por el pH, temperatura y fuerza iénica. La CMC se usa comunmente

para medir la eficiencia del tensoactivo. Un buen biosurfactante tiene una baja CMC, lo que
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significa que requiere menos biotensoactivo para disminuir la tensién superficial (Desai & Banat,
1997). La formacion de micelas tiene un papel significativo en la formacidon de microemulsiones.
Las microemulsiones se forman cuando una fase liquida se dispersa en forma de gotitas en otra
fase liquida, por ejemplo aceite disperso en agua (microemulsién directa) o agua dispersado en

aceite (microemulsion inversa)(Desai & Banat, 1997; Nguyen et al., 2008).

2.4.2 Balance hidrofilico-lipofilico
La eficacia de un tensoactivo se determina midiendo su capacidad de cambiar las

tensiones superciales e interfaciales, la estabilizacion de las emulsiones y mediante el estudio del
balance hidrofilico-lipofilico (BHL). El valor del BHL es una medida para indicar si un
biotensoactivo relaciona la emulsién agua en aceite o aceite en agua. Este factor puede ser usado
para determinar la aplicabilidad adecuada de biotensoactivos. Los emulsionantes con bajo BLH
son lipdfilos y estabilizan la emulsién agua en aceite, mientras que los emulsionantes con BLH
alto tienen el efecto contrario confiriendo una mejor solubilidad en agua (tabla 1) (Christofi &

Ivshina, 2002; Pacwa-Plociniczak et al., 2011).

Tabla 1. Valores tipicos de HBL y sus aplicaciones

BLH Aplicacién

Hidrofdbicos 1a35 Antiespumantes

(solubles en aceite) 35a8 Emulsionantes agua en aceite (Ag/Ac)
Dispersables en agua 749 Humectantes y agentes dispersadores

Espumas
Hidrofilicos 8al6 Emulsionantes aceite en agua (Ac/Ag)
(solubles en agua) 13a16 Detergentes
15a20 Solubilizantes

Para el caso donde se encuentren mezclas de emulsionantes o aceites, el valor del BLH se
obtiene aplicando la propiedad aditiva. Para el cdlculo del valor del BHL se utiliza como principio
gue todos los tensoactivos combinan grupos hidrofilicos y lipofilicos en una molécula y que la
proporcidn entre los porcentajes en peso de estos dos grupos de tensoactivos no idnicos es una
indicacion del comportamiento que se puede esperar del producto (Pasquali et al., 2008). Por
consiguiente, para calcular el valor de BHL de un tensoactivo no iénico de composicion conocida,

se debe estudiar primero el grupo hidrofilico.
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Para el caso de biosurfactantes de origen microbiano se puede calcular el valor del BHL
utilizando la férmula propuesta por Griffin (1954), que es la adecuada cuando los tensoactivos

contienen cadenas de polioxietileno y alcoholes polivalentes (como glicerol y sorbitol) como

E+P

grupos hidrofilicos: BHL = —

Donde E es el porcentaje en peso o masa del contenido lipofilico y P es el procentaje en peso o

masa del contenido hidrofilico.

2.5 Ventajas y desventajas del uso de biosurfactantes
La industria de exploracién, extraccidon y produccién del petréleo emplea tensoactivos en
la limpieza de los tanques de almacenamiento para incrementar la solubilidad de hidrocarburos

no miscibles en fases acuosas, estos tensoactivos son producidos via quimica o bioldgica.

Los tensoactivos tanto sintéticos como bioldgicos son capaces de reducir la tensién
superficial del agua de 72 mN m hasta un valor cercano a 27 mN m™ (tabla 2). Sin embargo, para
lograr estos valores de tensién superficial el valor de la CMC es considerablemente menor para
los biolégicos que va desde 4 mg L hasta 200 mg L' comparada con los quimicos donde se

requiere arriba de 590 mg L.

Tabla 2. Comparacion de propiedades de tension y la CMC de biosurfactantes comparada con surfactantes sintéticos
(Christofi & lvshina, 2002)

Origen Surfactante Tension Tension cMmC
superflc_llal mterfac_llal (mg L
(nMm ) (hMm ) 1)
Dodecil sulfato de sodio 37.7 0.02 2120
L Bromuro de cetiltrimetilamonio 30.0 5.0 1300
Quimico
Tween 20 30.0 4.8 600
Alquilbenceno lineal sulfonato 47.0 <1-0 590
Complejo glicolipidico de Rhodococcus ruber AC235 26.8 0.9 54
Dicorinomicolato de trehalosa de R. Erythropolis 36.0 17.0 4
Biologico Tetraéster de trehalosa de R. Erythropolis 26.0 <1.0 15
Ramnolipidos de Pseudomona aeruginosa 29.0 0.25 50-200
Soforolipido de Torulopsis bombicola 33.0 1.8 82
Surfactina de Bacillus subtilus 27.0 1.0 23

Otro aspecto importante a considerar que es que los tensoactivos de sintesis quimica

estan siendo reemplazados por lo de origen bioldgico (biotensoactivos), debido a que estos
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ultimos poseen baja toxicidad (tabla 3), son biodegradables y tienen una mejor compatibilidad

con el ambiente (Jimenez Islas et al., 2010).

Tabla3. Toxicidad de los biotensoactivos comparada con surfactantes sintéticos (Christofi & lvshina, 2002; Satpute

et al., 2010)
Origen Tensoactivo ECso (mg/L)
Estearato de sacarosa (DK 50) 67
Finasol OSR-5 7
Quimico Corexit 9507 5
Inipol EAP 22 0.004
Nonil fenol (6xido de etileno)g-acetato (EQ9) 78
Complejo glicolipidico de Rhodococcus ruber AC235 650
o Dicorinomicolate de trehalosa de R. Erythropolis 49
Bioldgico -
Tetraéster de trehalosa de R. Erythropolis 286
Ramnolipidos de Pseudomona aeruginosa 50

El potencial de los biosurfactantes en la recuperacion mejorada de petréleo se estima
mediante la medicion de la cantidad de hidrocarburo liberado de una columna empacada de
suelo después de verter una solucién acuosa de biotensoactivo. Los biosurfactantes de
Pseudomona aeruginosa pueden recuperar alrededor de 49 a 54 % de petréleo crudo de una
columna de arena compactada a temperatura ambiente; de 52 a 57 % a 70°Cy de 58 a 62 % a los
90°C (Bordoloi & Konwar, 2008; Liu et al., 2005). Los biosurfactantes también se pueden usar
para extraer hidrocarburos a partir de esquistos de petréleo (aceite bastante parecido al petréleo
que presenta una menor cantidad de azufre), se han utilizado para este fin biotensoactivos
producidos Rhodococcus erythropolis y Rhodocuccus ruber en esquitos de El-Lajju en Jordania

(Haddadin et al., 2009).

No obstante las ventajas que puede mostrar el uso de estos biotensoactivos, existen
desventajas que limitan la comercializacion de estos compuestos, entre otros, los elevados costos
asociados a su produccién a gran escala, rendimientos y sus propiedades emulsificantes. Por esta
razén, las investigaciones recientes se han enfocado tanto a la optimizacion de los procesos de
produccién como a la busqueda de sustratos econdmicos, con la finalidad de disminuir los costos
(Jimenez Islas et al., 2010), asi como la busqueda de nuevas cepas productoras de

biotensoactivos.
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2.6 Antecedentes directos

En el laboratorio de Biotecnologia Ambiental se ha estudiado la biodegradaciéon de
hidrocarburos por la cepa de Serratia marcescens aislada de un suelo contaminado con
hidrocarburos de petréleo en Poza Bellota 401 en Minatitlan, Veracruz. Machin (2000) demostré
que la cepa fue capaz de degradar hasta el 80 % de benzo(a)pireno. Posteriores resultados
demostraron la presencia de un biosurfactante (serrawetina) que tienen la capacidad de
emulsionar el medio de cultivo lo que le permite hacer mas disponible los sustratos hidrofébicos
y como consecuencia aumentar la biodegradacién (Rosas-Galvan, 2011). Debido a la presencia
de un pigmento (prodigiosina) de la cepa silvestre, Rosas (2011) propuso generar mutantes
blancas productoras de serrawetina de las que obtuvo 6 donde la cepa mutante SMRG-5

presentd buena actividad bioemulsificante.
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Capitulo 3. Justificaciéon, Hipdtesis y Objetivos

3.1 Justificacion

La industria de extraccién de petrdleo en México tiene en la actualidad bajos niveles de
recuperacién comparada con las industrias extranjeras por lo que esta tecnologia muchas veces es
rentada a las transnacionales teniendo un impacto en el precio final de los productos derivados. Del
total de hidrocarburos presentes en el subsuelo, mas del 55 % por las caracteristicas del sitio, no es
recuperable por las tecnologias tradicionales, se han desarrollado estrategias de recuperacién que
hacen factible esta desorcidn y posterior recuperacion del hidrocarburo, esta consiste en la adiciéon
de tensoactivos sintéticos para facilitar la movilizacién del hidrocarburo, sin embargo, estos
compuestos no son compatibles con el medio ambiente por su baja biodegradabilidad y toxicidad,
por lo que, existen alternativas como los tensoactivos biolégicos mas biodegradables y menos
téxicos. Ademas, los microorganismos marinos ofrecen una mejor opcidn ya que sus caracteristicas

fisioldgicas pueden generar estructuras novedosas con mejores actividades emulsificantes.

3.2 Hipotesis

Debido a que la biodiversidad presente en los ambientes marinos ha sido poco estudiada y
gue el Golfo de México ha estado expuesto de manera natural a hidrocarburos, sera posible aislar
nuevos microorganismos  con actividades metabdlicas especificas a la produccién de

biosurfactantes.

Estos microorganismos marinos debido a su naturaleza producirdn biosurfactantes con
estructuras y actividades especificas diferentes. Estas nuevas estructuras presentaran mejor
estabilidad a diferentes condiciones de presidon y temperatura debido a su sintesis por diferentes

fuentes de carbono.
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3.3 Objetivo General

Produccidn y caracterizacidon de biosurfactantes de microorganismos marinos y su aplicacién en la
extraccién biolégica mejorada de petrdleo.

3.3.1 Objetivos especificos
e Aislar e identificar microorganismos marinos del estuario de Coatzacoalcos, Veracruz y de la
region del Escarpe Pérdido de Golfo de Mexico.
e Seleccionar cepas productoras de biosurfactantes.
e Seleccionar las fuentes de carbono para la produccién de biosurfactantes.
e Producir biosurfactantes en fermentaciones por lote.
e Purificar y caracterizar el biosurfactante obtenido.
e Establecer las condiciones para la extraccidn biolégica mejorada de petréleo.
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Capitulo 4. Estrategia experimental
El proyecto se dividird en tres etapas para su mejor desarrollo, primeramente se establecerd la
coleccién bioldgica, seguida de los métodos de produccidén de biosurfactante para poder finalmente ser

aplicado en la extraccidn mejora de de petrdleo.

La coleccién bioldgica serd obtenida a partir de aislados del estuario del rio Coatzacoalcos a una
profundidad de entre 4 y 10 metros, estos seran cultivados en medios suplementados con agua de mar
artificial. Los diferentes aislados se seleccionardn en base a la actividad emulsificante (colapso de gota,
difusién de aceite) y tension superficial para determinar el potencial de produccién del biotensoactivo. Una
vez seleccionadas las cepas productoras se realizara el estudio del efecto de las fuentes de carbono y
nitrégeno sobre la produccion de biosurfactantes selecciondndose el mejor medio de cultivo para la
produccién de biosurfactantes. Finalmente se realizaran pruebas de extraccion bioldgica mejorada de

petréleo bajo diferentes condiciones en una columna disefiada en el laboratorio para este uso (figura 9).

Fuente de carbono

Fuente de contaminacion iy
Evaluacion de las

L Fuente de nitrogeno condiciones de trabajo
Caracterizacion de la —¥ —¢
zona de muestreo A

ot Métodos de produccion Extraccion bioldgica
Coleccion Bioldgica ‘ . - . X
‘:‘g de biosurfactantes mejorada de petrdleo

<

A

Aislamiento

Condiciones de fermentacion

Identificacion morfoldgica -
Caracterizacion

Figura 9. Estrategia experimental
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Capitulo 5. Aislamiento de microorganismos de sedimentos con capacidad
de produccién de biosurfactantes del Estuario de Coatzacoalcos

El aislamiento microbiano y los procedimientos de seleccién de cepas potenciales
productoras de biosurfactantes son etapas muy importantes en el establecimiento de las
tecnologias de recuperacién bioldgica mejorada de petréleo (Almeida et al., 2004). La deteccidn
de microorganismos productores se realiza generalmente mediante la mediciéon de diversos
pardmetros como la tension superficial e interfacial, y la capacidad de emulsionar aceites e
hidrocarburos. Aunque este proceso garantiza la deteccién de cepas productoras, también es
muy arduo y consume mucho tiempo de laboratorio. Para superar estas deficiencias se utilizan
diferentes criterios de seleccion, las mas utilizadas son los cultivos en medio sélido como el
Siegmund-Wagner para la determinacién de ramnolipidos y las pruebas hemoliticas que

determina las cepas potencialmente productoras de biosurfactantes (Carrillo et al., 1996).
El procedimiento para obtener cepas potenciales productoras de biosurfactantes se
describe en el siguiente diagrama.

Seleccidn de cepas potenciales productoras de
biosurfactante

Aislamiento por estriado en caja de petri l
Sitio de muestreo »  Analisis l » Cepaaislada » Prueba Hemolitica
Cuenta viable (UFC’s) Gram
) 4
Determinacién de pH Morfologia al Pruebas positivas mas dos controles
microscopio negativos

Hidrocarburos totales (TPH’s)

\ 4

Tensidn superficial
Evolucién de diferentes parametros fisico-quimicos

Colapso de gota para determinar produccién de biosurfactantes

indice de emulsién E,,

Figura 10. Estrategia Experimental para la obtencion de cepas potenciales productoras de biosurfactantes.

En la figura 10 se describe la metodologia para la obtencién de cepas potenciales
productoras de biosurfactantes del estuario de Coatzacoalcos que corresponde a los sitios de

muestreo descritos en la seccion 5.4.1, se realizardn analisis de UFC’s, determinacién de pH y de
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hidrocarburos totales a los sedimentos obtenidos. Una vez obtenidas las diferentes cajas de Petri
obtenidas de las diluciones seriadas, se utilizaran estas mismas para hacer el aislamiento por

estriado en caja de Petri.

Las cepas aisladas se le realizaran tres pruebas para determinar su Gram, su morfologia
al microscopio y la prueba selectiva de hemdlisis. Los resultados positivos en la prueba de
hemolisis se seleccionaran por ser las potenciales productoras, y se realizaran cultivos para medir

la evolucion de la tensidn superficial, colapso de gota e indice de emulsion.

5.1 Lugar de muestreo

5.1.1 Estuario de Coatzacoalcos
La zona industrial de Coatzacoalcos alberga el mayor complejo petroquimico con

importancia para México y América Latina, su produccién global es de aproximandamente 1.6
millones de toneladas/afio de productos petroquimicos. Desde el establecimiento del complejo
industrial en la década de los 60s, el estuario Coatzacoalcos ha experimentado un rapido
desarrollo industrial y el crecimiento acelerado de la poblaciéon, que, junto con otras actividades
productivas como la agricultura y la ganaderia, han provocado un severo impacto en los
ecosistemas acuaticos de la region, acentuado en las Ultimas décadas. Actualmente la cuenca
baja del rio Coatzacoalcos es considerado uno de los lugares mas contaminados de México
(Espinosa-Reyes et al., 2010). Varios estudios se han llevado a cabo en los ultimos 40 afios en la
zona, documentando los impactos ambientales sobre los ecosistemas del rio Coatzacoalcos y la
biota acuatica de importancia comercial (Morales-Mora et al., 2014). Los estudios ambientales
de la zona han reportado la presencia de hidrocarburos (Farran et al.,, 1987), compuestos
orgdnicos volatiles (Stringer et al., 2001) y metales pesados (Rosales-Hoz & Carranza-Edwards,

1998).

El sistema hidroldgico de la zona pertenece a la cuenca de México region nimero 29,
ubicado en el Golfo de México (figura 11). El rio mas importante es el rio Coatzacoalcos (el mismo
nombre que el de la ciudad), que desemboca sus aguas en el Golfo de México con un caudal de
aproximadamente 169 a 4120 m3 s, dependiendo de la estacion del afio (Morales-Mora et al.,
2014). Las descargas de aguas residuales industriales incluyen tres complejos petroquimicos, las

plantas quimicas y terminales maritimas privadas en Coatzacoalcos, y la refineria de petréleo en
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Minatitlan. Todas estas descargas que se han presentado desde el inicio de operaciones de la
refineria hacen probable que los sedimentos que se descargan en la desembocadura del rio
tengan una alta poblacién microbiana que se ha adaptado a condiciones de alta concentraciéon
de hidrocarburos y moderadas concentraciones salinas, siendo el lugar idéneo para la toma de
muestra a una profundidad de entre 2 y 10 metros del estuario (Kiran et al., 2009; Morales-Mora

et al.,, 2014).

94°36 94732 94°28' 94724’ 9420
ow ow ow ow ow

Golfo de México

1. Rio Coatzacoalcos

2. Ciudad de Coatzacoalcos
3. Complejo petroquimico “Morelos”™

4. Complejo petroquimico y terminal maritima “Pajaritos”™
5. Complejo petroquimico “Cangrejera”

6. Ciudad de Minatitlan

) 7. Refineria

)’ 8. Ciudad de Nanchital

180
oN

1
94736 94°32° 94°28" 94°24" 94720
ow ow ow ow ow

Figura 11. Area de estudio al sur de Veracruz, México.

5.2 Aislamiento de microorganismos marinos
Las muestras de sedimento marino que serdn colectadas previamente se cultivan
inicialmente en agar nutritivo marino (ANM) en diluciones seriadas de 10 a 10° con agua de mar
filtrada estéril como diluyente para obtener cultivos puros (da Silva et al., 2013). El ANM se
prepara mezclando 900 mL de la solucién A y 100 mL de la solucién B. Adicionalmente para
preparar cajas de Petri se disuelven 15 g/L de agar bacterioldgico.
Solucién A Solucién B

[8/L] (g/L]
Peptona de Caseina 17 Sal de grano 200
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Peptona de soya 3 Sulfato de Amonio 12
Cloruro de sodio 5 Cloruro de Calcio 12
Fosfato Dipotasico 2.5

Dextrosa 5

Extracto de carne 1.2

Todas la cepas seleccionadas se incuban a 10 °C durante 48 h, esta temperatura se elige
ya que soporta un amplio rango de bacterias (psicréfilos y mesofilos tolerantes al frio) (Bozo-

Hurtado et al., 2012; da Silva et al., 2013).

Después de la incubacidn, se examinardn las placas y se seleccionaran las colonias con

morfologia diferente para transferir a nuevas placas de agar peridédicamente para su aislamiento.

5.3 Seleccion de microorganismos productores de biosurfactante

Debido a la procedencia de los diferentes aislados, estos se cultivaran aerébicamente en
dos diferentes medios de cultivo para la produccién de biosurfactantes. Ambos medios tendrdn
como fuente de carbono al glicerol (10 g/L) y como fuente de nitrogeno al extracto de levadura
(1 g/L), el primer medio de cultivo tendra un medio mineral salino (MS) para simular las

condiciones de donde fueron aislados con la siguiente composicidn:

[g/L]
NacCl 20
KH2PO4 3
Na;HPO4 6
KCl 0.3
MgSOs 0.15

el segundo medio de cultivo (MM) tendra la misma composicién del primero solo a excepcion de
los 20 g/L de NaCl . Los experimentos se realizaran en frascos serolégicos de 110 mL con 20 mL

de volumen de trabajo por triplicado.

Una vez que se obtengan los diferentes aislados se procedera a determinar mediante dos
métodos rapidos de andlisis la capacidad de produccion de biosurfactantes. El primer método
gue se utiliza para la sintesis del biotensoactivo consiste en determinar la capacidad hemolitica
de los aislados, Carrillo (1996) recomienda la actividad hemolitica como primer tamiz para

determinar la actividad biosurfactante. Los métodos posteriores para determinar la biosintesis
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del biotensoactivo son el método de colapso por gota, difusidon de aceite y tension superficial,

descritas en la seccion de métodos analiticos.

5.4 Resultados y discusion

5.4.1 Coleccion de muestras de sedimento marino del Estuario de Coatzacoalcos.
Seis muestras de 400 mL cada una fueron colectadas del estuario de Coatzacoalcos a una

profundidad de entre 4 y 8 m. el dia 8 de noviembre del 2015 en las coordenadas mostradas en

la tabla 5y representadas en la figura 12.

Tabla 5. Coordenadas de la zona de muestreo del estuario de Coatzacoalcos.

Sitio Norte Oeste
1 18° 9’ 56.44" 94° 24’ 55.72"
2 18°9’ 26.35” 94° 24’ 55.58”
3 18°9’ 33.55” 94° 24’ 27.14”
4 18°9’ 20.15” 94° 24’ 15.08”
5 18° 8’ 58.88” 94° 24’ 26.13”
6 18° 9’ 00.93” 94° 24’ 40.31”

Allende

Pajaritos

500 m 2000 ft

e 4 .
Figura 12. Zona de muestreo del estuario de Coatzacoalcos, Veracruz.

5.4.2 Caracterizacion de las zonas de muestreo
La alta exposicion de hidrocarburos que ha sufrido el rio Coatzacoalcos en las ultimas

décadas sugiere que existen caracteristicas que diferencian a los sitios de muestro, es por ello
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que se realizé la determinacion de cuenta viable (UFC’s), hidrocarburos totales (TPH’s) y pH

(Tabla 6).

Tabla 6. Caracterizacion de la zona de muestreo del estuario de Coatzacoalcos.

Sitio de muestreo UFC’s (x 10°) TPH’s (ppm) pH
1 0.32 3800 7.4
2 1.76 1950 7.3
3 2.09 1300 7.3
4 1.17 3300 7.3
5 0.71 1500 7.2
6 2.31 1800 7.1

La concentraciones de microorganismos (UFC’s) en los sitios de muestreo van desde 0.32

x 10° en el sitio 1 hasta 2.31 x 10° en el sitio 3, estos valores se encuentran muy por debajo de

los muestreos de suelos terrestres que se pueden cuantificar en el orden de 108 (Machin, 2000),

estos valores se deben a la caracteristicas propias del sitio, si bien, se cultivaron en un medio rico

en NaCl para simular las condiciones salinas del sitio, existen otros factores ambientales que

pueden afectar en el resultado, arrojdndonos un valor de microorganismos cultivables y no

totales de la muestra.
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En andlisis de TPH's se complementd con el andlisis de los perfiles cromatograficos que

se muestras en la figura 13.
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Figura 13. Perfiles cromatograficos de las zonas de muestreo del estuario de Coatzacoalcos.
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La caracterizacion cromatografica muestra que existen muy pocos componentes que se
pueden detectar por este método analitico. El sitio 1 que tiene una concentracion de 3800 ppm
muestra un ensanchamiento de linea base por los componentes que no se pueden resolver, esto
es caracteristico de muestras que contienen resinas. Este mismo fendmeno se observa en los
primero 4 sitios de muestreo. Los sitios 5 y 6 se observa una linea base sin ensanchamientos y
con picos definidos después de los 15 min de tiempo de retencidn, este perfil es caracteristicos
de las fracciones aromaticas. Estos resultados se pueden confirmar realizando el método de
fraccionamiento propuesto por (Machin-Ramirez et al., 2008). La presencia de compuestos
aromaticos puede ser benéfica para este estudio ya que este tipo de compuestos hidrofébicos

favorecen o inducen a la produccién de biosurfactantes.

Finalmente, el pH observado en las zonas de muestreo vario de entre 7.1y 7.4, siendo la
mas basica en la desembocadura del rio, el agua salina tiende a aumentar los valores de pH en
funciéon de la temperatura, salinidad y profundidad de la zona de medicién, para los sedimentos

marinos los valores tipicos de pH varian de entre 6.8 y 7.8 (Atkinson et al., 2007).

5.4.3 Aislamiento de microorganismos de sedimentos marinos
Se aislaron 27 colonias diferentes de las 6 muestras colectadas que se enlistan en la

tabla 7 donde se muestra su morfologia.

Tabla 7. Identificacion al microscopio de las cepas aisladas de sedimentos marinos.

Clave Morfologia (100X) Gram
Aislado 1a Bacilo corto -
Aislado 2a Bacilo corto -
Aislado 2b Bacilo corto -
Aislado 2c Bacilo corto +
Aislado 2c' Bacilo corto -
Aislado 2d Bacilo largo -
Aislado 2e Bacilo corto -
Aislado 2f Bacilo corto -
Aislado 3a Bacilo corto +
Aislado 3b Cocos +
Aislado 3c Bacilo corto -
Aislado 3d Hongo
Aislado 4a Bacilo corto -
Aislado 4a' Bacilo corto -
Aislado 4b Bacilo corto +
Aislado 4c Bacilo corto +
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Aislado 4d Bacilo corto -
Aislado 5a Bacilo corto -
Aislado 5b Bacilo corto -
Aislado 5c Bacilo corto -
Aislado 5d Bacilo corto -
Aislado 5e Bacilo largo -
Aislado 5e' Bacilo corto +
Aislado 6a Bacilo corto +
Aislado 6b Levadura

Aislado 6¢ Bacilo corto -
Aislado 6d Bacilo mediano -
Aislado 6d' Bacilo largo -

El nimero corresponde a la zona de muestreo, la letra corresponde al aislado, la
notacion prima significa porque en el aislado original surgié la duda si existian dos
especies en la placa.

De los 28 aislados obtenidos encontramos con respecto a su tincion de Gram a 7 que
mantuvieron el color violeta (+), con respecto a su morfologia observamos 21 bacilos cortos, 1

bacilo mediano, 3 bacilos largos, 1 coco y dos hongos.

5.4.4 Seleccion de microorganismos productores de biosurfactante
La hemolisis ha sido utilizada como el criterio inicial de seleccién de microorganismos

productores por la alta probabilidad de que la hemdlisis y porque la producciéon de

biosurfactantes estd asociada a este fendmeno (Bayoumi et al., 2010; Carrillo et al., 1996).

5.4.4.1 Actividad hemolitica
Una vez identificados los diferentes aislados se procedid a crecer en placas de 5 cm de

agar-sangre para observar la capacidad hemolitica a las 48 horas de incubacién.

En la tabla 8 se muestra el nUmero de aislados que presentaron actividad hemolitica en
placas de agar-sangre, observamos que de los 28 aislados, 8 de ellos dieron positivo a la prueba

hemolitica y son potenciales productores de biosurfactantes.

Tabla 8. Actividad hemolitica de aislados de sedimentos marinos.

Sitio de muestreo Aislados (+) hemolisis Radio de
hemélisis (mm)
2 Aislado 2c’ 1
3 Aislado 3a 1
4 Aislado 4d 3
5 Aislado 5c¢ 3
5 Aislado 5e’ 1
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6 Aislado 6a 7
6 Aislado 6¢ 1
6 Aislado 6d’ 1

De las diferentes zonas de muestreo los aislados donde se observé mayor capacidad
hemolitica fue en la zona de muestreo 6, donde los mas grandes halos de inhibicién observados
(7 mm) fueron del aislado 6a, seguida de la 6¢ y la 6d’ con un radio de inhibiciéon de 3 mm, en la
figura 14 se muestra ademas la caja control sin adicion de microorganismos. Para esta prueba de
hemolisis se pretendio utilizar como control positivo a Serratia marcescens SM3 reportada como
productora de biosurfactante (Rosas-Galvan, 2011), sin embargo esta no crecid muy

probablemente por la alta concentracion de cloruro de sodio presente en el medio (20 g/L).

Caja
Blanco

Figura 14. Actividad hemolitica de los aislados de sedimentos marinos de la zona de muestreo 6.
Se ha reportado ampliamente el uso de la técnica de hemodlisis para cuantificar surfactina
y ramnolipidos, ademas para la seleccién de nuevos aislados productores de biosurfactantes, se
sabe ademas que los diametros de hemdlisis estan directamente relacionados a la produccion y
cuantificacion de biosurfactantes (Banat, 1993; Yonebayashi et al., 2000; Youssef et al., 2004). En

la figura 15 observamos los halos de actividad hemolitica que se presentaron por diferentes

aislados.
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Para confirmar que la actividad hemolitica estd asociada a la produccién de

biosurfactantes se procedié a crecerlos en medio liquido para medir la evolucién de la tensién

superficial, prueba de colapso por gota e indice de emulsién

5.4.4.2 Crecimiento en medio liquido de cepas aisladas de sedimentos marinos
Los 8 aislados que presentaron actividad hemolitica se probaron en medio liquido para la

determinacién de tensidn superficial, se incluyé ademas en esta prueba a los aislados 6b y 6d
como controles negativos para corroborar la relacién en la produccién de biosurfactante con la

actividad hemolitica.

70 A

Tensién superficial (din cm™1)

30 T T T 1

0 1 2 3 4
Tiempo (dias)
Figura 16. Evolucidn de la tensidn superficial por los aislados de sedimentos marinos en MS. M control ¢
6a A 6b
X 6c ® 6d * 6d’ O 2c' ¢ 3a A4df5cflse.
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En la figura 16 se muestran las cinéticas de produccion de biosurfactantes en 4 dias de
incubacién en el medio MS, los aislados 6b y 6d que se utilizaron como control negativo,
mostraron un comportamiento similar al control abiético, en la tabla 9 se muestran los valores
de tension superficial de los dias 3 y 4. El aislado que mostré mayor disminucidn de la tensidn
superficial fue la 6a (bacilo corto gram+) hasta un valor de 37.2 din/cm™en el dia 4 de incubacidn,
se observa que el valor es significativamente diferentes a los demas aislados (P<0.05). En el dia
tres el valor de la tension superficial del aislado 6a es de 46.10 din/cm™, sin embargo en este dia

no es significativamente diferente del aislado 4d con un valor de 48.23 din/cm™.

Tabla 9. Tensidn superficial de los cultivos de aislados a los 3 y 4 dias de incubacion.

Aislado Tension superficial Tensién superficial
dia 3 diad

Control 58.1 A 57.27 A
Aislado 2c’ 50.23 BC 49.20 B
Aislado 3a 51.00 B 4547 C
Aislado 4d 48.23 CD 4410 C
Aislado 5c 51.00 B 43.80 C
Aislado 5e’ 50.00 BC 45.83 C
Aislado 6a 46.10 D 37.20 D
Aislado 6b 56.90 A 57.10 A
Aislado 6¢C 50.90 BC 50.80 B
Aislado 6d 58.17 A 5490 A
Aislado 6d’ 5137 B 50.23 B

Letras iguales no presentan diferencias significativas en la prueba de tukey a P=0.05.

Para comparar si la actividad surfactante puede ser observada en medios sin NaCl, se
cultivaron nuevamente en solo el medio mineral simple (MM) vy se determind la tensién
superficial, los resultados son mostrados en la figura 17, el comportamiento de los aislados no es
mismo en el dia 3 de incubacion, se observa que el aislado 6a no es el que obtuvo el valor menor
de la tension superficial. Al dia 4 de incubacion el aislado 6a fue el que obtuvo el menor valor de

la tension superficial de 45.03 din/cm™.

29



Estudios preliminares

70 A

)
o

vl
o

Tensidn superficial (din cm™)
S
o

w
o

0 1 2 3 4
Tiempo (dias)

Figura 17. Evolucidn de la tension superficial por los aislados de sedimentos marinos en MM. lControl ¢ 6a A
6b X 6¢
® 6d % 6d’ 0 2¢’' 0 3a A 4d [{5c i 5e.
En la tabla 10 se muestra el analisis comparativo de la disminucidn de la tensidn superficial

en los 3y 4 dias de incubacidn. Observamos que no se encuentran diferencias significativas para

los aislados 2¢’, 4d, 5c, 5¢’, 6a, 6¢ y 6d para el menor valor de la tensién superficial.

Tabla 10. Tensidn superficial de los cultivos de aislados a los 3 y 4 dias de incubacion.

Aislado Tension superficial Tensién superficial
dia 3 dia 4

Control 58.33 A 55,5 A
Aislado 2¢’ 48.60 BC 47.67 BC
Aislado 3a 50.57 B 50.47 B
Aislado 4d 46.93 C 47.67 BC
Aislado 5¢ 50.40 B 48.60 BC
Aislado 5e’ 49.13 BC 48.27 BC
Aislado 6a 48.57 BC 45.03 C
Aislado 6b 56.53 A 55.97 A
Aislado 6¢ 49.23 BC 48.80 BC
Aislado 6d 58.17 A 57.0 BC
Aislado 6d’ 49.57 BC 48.13 A

Letras iguales no presentan diferencias significativas en la prueba de tukey a P=0.05.

Se observa que los 8 aislados evaluados que presentan hemdlisis pueden reducir la
tension superficial con respecto al control abidtico. Los dos aislados control, no presentaron

disminucion de la tensidon superficial. Para confirmar que estos aislados son potenciales
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productores de biosurfactantes se realizé otra prueba confirmatoria utilizando la metodologia

de colapso por gota

5.4.4.3 Colapso de gota
En la tabla 11 se muestran los resultados de la prueba de colapso de gota. Se utilizé como

control negativo al agua y como control positivo al SDS a una concentracién de 2mM. Los aislados
donde se presentd este colapso fueron las 3a, 4d, 5c, 5é y 6a. Pero solo tres de ellos, la 4d, 5¢cy
6a dieron positivo en menos de 1 minuto de respuesta, siendo mas claro el aislado 6a que fue

alrededor del 30 segundos para el colapso de la gota en la superficie del aceite (figura 18).

Figura 18. Colapso por gota. A. Control agua, B. Aislado 6a positivo. (Leica 12.5X).

Tabla 11. Colapso de gota de los sobrenadantes

Aislado Colapso

Control Negativo
Aislado 2c’ Negativo
Aislado 3a > 1 min
Aislado 4d <1 min
Aislado 5c¢ <1 min
Aislado 5e’ > 1 min
Aislado 6a <30seg
Aislado 6b Negativo
Aislado 6¢ Negativo
Aislado 6d Negativo
Aislado 6d’ Negativo

31



Estudios preliminares

5.4.4.4 Indice de emulsion (E2a)
En la tabla 12 se muestran los valores del Ezs a los 4 dias de incubacién. El aislado que

mostro un mayor indice de emulsion fue el 6a con un 36 % de emulsidn seguida por el aislado 4d

con el 16 %.

Tabla 12. indices de emulsidn de los aislados de sedimentos marinos crecidos en MS

Aislado indice de emulsién (%)
Aislado 2c' 3
Aislado 3a 7
Aislado 4d 16
Aislado 5c 13
Aislado 5¢e’ 7
Aislado 6a 36
Aislado 6b 0
Aislado 6¢ 0
Aislado 6d 0
Aislado 6d' 10

En la tabla 13 se muestra un resumen de resultados para la seleccién de cepas
productoras de biosurfactantes. Se obtuvieron 28 aislados de los cuales 8 dieron positivo a la
prueba de hemodlisis. Estos aislados fueron utilizados para la produccién de biosurfactantes,
realizando las técnicas de tensidn superficial, colapso de gota e indice de emulsién. Los aislados
seleccionados demostraron su capacidad de disminucién de la tensidn superficial, sin embargo,
fue muy poca la produccidn de biosurfactantes ya que solo 3 aislaron colapsaron la gota de agua
en un tiempo menor a 1 minuto. La ultima prueba realizada fue la de indice de emulsién donde

se observa que el aislado 6a fue el que su sobrenandante presenta un mayor porcentaje de

emulsion.
Tabla 13. Resumen de los resultados obtenidos de los diferentes aislados de sedimentos marinos.
Clave Morfologia Gram Hemolisis Tension Colapso Ezq
(100X) (mm) superficial (min) (%)
mN m?

2c Bacilo corto + 1 49.20 B Negativo 3
3a Bacilo corto + 1 4547 C > 1 min 7
4d Bacilo corto - 3 44.10 C <1min 16
5c Bacilo corto - 3 43.80 C <1min 13

Se' Bacilo corto + 1 4583 C > 1 min 7
6a Bacilo corto + 7 37.20 D <30seg 36
6b Levadura 0 57.10 A Negativo 0
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6¢C Bacilo corto - 1 50.80 B Negativo 0
Bacilo 0 Negativo 0

6d mediano - 50.23 B

6d' Bacilo largo - 1 54.90 A Negativo 10

5.5 Conclusiones

Se obtuvieron 28 aislados de sedimentos marinos del estuario de Coatzacoalcos, de los cuales se

encontraron dos hongos y 26 bacterias.

De los aislados obtenidos se encontraron 8 con actividad hemolitica, de los cuales el aislado 6a

fue el que presentd mayor actividad.

El protocolo planteado para la seleccidn de bacterias productoras de biosurfactantes arrojo como
bacteria potencial productora a la 6a, sin embargo, los cultivos con menores resultados pueden

aun ser analizados por otras técnicas como difusién en placa de aceite y prueba de swarming.

La relacidn concentracidn de biosurfactante — hemdlisis/tensidn superficial debe ser analizada
en la seleccidn de un mejor medio de cultivo para aumentar la concentracidn del biosurfactante

y poder realizar una caracterizacién del mismo.

El medio de cultivo seleccionado para enriquecer las poblaciones microbianas debera contener
fuentes de carbono hidrofébicas para dirigir la seleccidn a microorganismos productores de

biosurfactantes.

El aislado 6a crecido en medio MS bajo la tensién superficial a 37.2 mN m™ en 4 dias de
incubacion, este mismo aislado presentd un indice de emulsion de 36 % y dio positivo a la prueba

de colapso por gota.

Este aislado serd utilizado para identificacién y produccion de biosurfactantes en fermentador.
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Capitulo 6. Seleccién de medios de cultivo para el aislamiento de
microorganismos de columna de agua y sedimentos provenientes del Golfo
de México con actividad biotensoactiva y bioemulsificante

6.1 Golfo de México

El Golfo de México forma parte de la region del Gran Caribe y se le considera la cuenca de aguas
protegidas mas grande del Océano Atlantico con 1.8 millones de km?. Este es un sistema semi-cerrado
con una entrada de agua oceanica por el Mar Caribe a través del canal de Yucatan , que tiene una
profundidad de 1900 m, y con una salida al Océano Atlantico a través del estrecho de la Florida entre la
Peninsula de Florida y Cuba, en donde la profundidad es alrededor de 900 m. El Golfo alcanza los 3700 m,
en su parte mas profunda en la fosa Sigsbee y los 200 m en sus grande extensiones de plataforma

continental (Aguilar et al., 2007).
6.1.2 Zona 2. Escarpe y Cinturdn Plegado Perdido

El Cinturdn Plegado Perdido (CPP) se ubica en el Golfo de México, en aguas profundas de
México y Estados Unidos. Esta formado por la franja de pliegues orientada de nor-noreste a sur-
suroeste que tienen nucleo salino autéctono y estdn armados en un paquete sedimentario que

va desde el Jurdsico Superior hasta el Terciario.

El CPP se ubica en el Golfo de México, en aguas profundas de las zonas econdémicas de
México y Estados Unidos. En México comprende un d&rea aproximada de 27230 m?
Fisiograficamente se encuentra en la parte nor-occidental de la planicie de Sigsbee y al oriente
del escarpe perdido. Geoldgicamente, el CPP esta formado por la franja de pliegues que tienen
nucleo salino autdctono, armados en un paquete sedimentario que va desde el Jurasico superior
hasta el Nedgeno, asi como otros pliegues parasitos, que se han formado a partir del ascenso de
la sal. Su geometria, distribucién geografica y desarrollo estructural proviene de la interpretacion
de informacién sismica, exclusivamente. La franja plegada se orienta de noreste a suroeste y se
puede identificar, en México, al oriente de una zona muy elevada, en la cual existen pocos y
desorganizados reflejos bajo la superficie de suelo marino, debido a que se interpreta un cuerpo

masivo de sal aléctna somera que impide enfocar reflejos mas profundos por debajo (figura 19).
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Figura 19. Mapa fisiografico del noreste del Golfo de México.

6.2 Factores que afectan la produccidon de biosurfactante

La produccion de biosurfactantes puedes ser espontdnea o inducida por la presencia de
compuestos lipéfilos, por variaciones de pH, temperatura, aireacién y velocidad de agitacion, o
bien, cuando se presentan problemas de estrés, tales como una baja concentracién de nitrégeno

(Bhardwaj et al., 2013). Otros factores fisicoquimicos se presentan a continuacion

6.2.1 Fuente de carbono
La fuente de carbono juega un papel importante en el crecimiento y la produccién de

biosurfactantes por microorganismos y varia de especie a especie. Por ejemplo, Torulopsis
bombicola presenta rendimientos bajos cuando se utilizan en combinacién diferentes fuentes de
carbono como aceites de canola, glucosa y soya que si se utilizan esos mismos por separado
(Cooper & Paddock, 1984; Kim et al., 1997), Candida lipolitica redujo la tension superficial de
agua destilada de 71 a 32 din/cm cuando fue crecido sobre residuos industriales, y cuando
ademads fue suplementado con glucosa se obtuvieron mayores rendimientos (Rufino et al., 2007;
Sarubbo et al.,, 2001), Candida antartica es capaz de convertir n-alcanos en lipidos de
manosiltritol con un alto rendimiento (Kitamoto et al., 2001) y Candida ingens cambia la

estructura del biosurfactante cuando se modifica la composicién del medio afadiendo acidos
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grasos (Anderson & Henrysson, 1996), es asi que existe una relacidon directa entre el tipo de

sustrato con los rendimientos y el tipo de biosurfactante producido.

6.2.2 Fuente de nitrédgeno
Este es el segundo suplemento mas importante para la produccién de biosurfactantes por

microorganismos. En los procesos fermentativos, la relacién carbono/nitrégeno afecta la
acumulacién de metabolitos. Altas relaciones C/N (es decir, bajos niveles de nitrégeno) limitan el
crecimiento bacteriano, lo que favorece el metabolismo celular hacia la producciéon de
metabolitos. En contraste el exceso de nitrégeno conduce a la sintesis de material celular y limita
la acumulacion de productos (Abouseoud et al., 2008; Robert et al., 1989; A. Santos et al., 2002).
Se han utilizado diferentes fuentes orgdnicas e inorganicas para la produccion de biosurfactantes,
para Pseudomona aeruginosa NaNOsz demostré ser mas eficaz que (NH4)2SO4 (Mulligan & Gibbs,
1989; Santa Anna et al., 2001). Esto se debe a que la asimilacidon de nitratos es mas lenta en
comparacion al amonio y simula limitaciones de nitrégeno, que es favorable a la formacién de

ramnolipidos.

6.2.3 Condiciones de fermentacion
Las condiciones de crecimiento (temperatura, pH, velocidad de agitacién y oxigeno)

también pueden influir en la produccion del biosurfactante. Diferentes especies de
microorganismos productores de biosurfactantes pueden crecer de entre un pH 5.5 y 7.8.
Diferentes procesos microbianos se ven afectados por incluso pequefios cambios de temperatura
gue pueden ir desde 20 hasta 30 °C. El tiempo de incubacion también ejerce un efecto
significativo sobre la produccion del biosurfactante. Los microorganismos producen
biosurfactante en diferentes intervalos de tiempo, la produccién mdaxima se puede encontrar
desde los 5 dias de incubacidn hasta los 11 dias. Por otra parte, un aumento de la velocidad de

agitacion favorece la acumulacion del biotensoactivo (D. K. Santos et al., 2016).
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6.3 Rutas metabdlicas para la produccién de biosurfactantes

Los sustratos hidrofilicos se utilizan principalmente por los microorganismos para el
metabolismo celular y la sintesis de la fraccién polar de un biotensoactivo, mientras que los
sustratos hidrofébicos se utilizan exclusivamente para la produccién de hidrocarburos de un
biotensoactivo (Desai & Banat, 1997; Weber et al., 1992). Diversas rutas metabdlicas estan
implicadas en la sintesis de los precursores para la produccidn de biosurfactantes y dependen de
la naturaleza de las principales fuentes de carbono empleadas en el medio de cultivo. Por
ejemplo, cuando los carbohidratos son la Unica fuente de carbono para la producciéon de un
glicolipido, el flujo de carbono se regula de tal manera que ambas vias lipogénicas (formacion de
lipidos) la formacién de la fraccién hidrofébica a través de la via glucolitica se suprimen por el
metabolismo microbiano como se puede ver en la figura 29. Un sustrato hidrofébico, tal como
glucosa o el glicerol, se degrada hasta formar los compuestos intermediarios de la via glicolitica,
tales como la glucosa 6-fosfato, que es uno de los principales precursores de carbohidratos que
se encuentran en el residuo hidrofébico de un biotensioactivo. Para la produccién de los lipidos,
la glucosa se oxida a piruvato a través de la glucdlisis y el piruvato posteriormente se convierte
en acetil-CoA, que produce la malonil-CoA cuando se une con oxaloacetato, seguido por

conversion en un acido graso, que es uno de los precursores para la sintesis de los lipidos.
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Figura 20. Intermediarios del metabolismo relacionados con la sintesis de precursores de
biosurfactantes con el uso de carbohidratos como sustratos. Regulacidon enzimatica para el control del
flujo de carbono: A) fosfofructoquinasa; B) Piruvato quinasa; C) isocitrato deshidrogenasa

Cuando un hidrocarburo se utiliza como fuente de carbono, sin embargo, el mecanismo
microbiano esta dirigido principalmente a la via lipolitica y gluconeogénesis (formacion de
glucosa a través de diferentes precursores de hexosas), lo que permite su uso para la produccion
de acidos grasos o azucares. La via de la gluconeogénesis se activa para la produccién de azucares.
Esta via consiste en la oxidacion de los acidos grasos a través de B-oxidacién a acetil-CoA (o
propionil-CoA en el caso de acidos grasos de cadena impar). A partir de la formacion de acetil-
CoA, las reacciones implicadas en la sintesis de precursores de polisacdridos, tales como la

glucosa 6-fosfato, son esencialmente la inversa de los implicados en la glicdlisis. Sin embargo, las
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reacciones catalizadas por la piruvato quinasa y la fosfofructoquinasa-1 son irreversibles. Por lo
tanto, se requieren de otras enzimas exclusivas para el proceso de gluconeogénesis para evitar
tales reacciones. En la figura 21 se muestran las reacciones principales a través de la formacion
de glucosa 6-fosfato, que es el precursor principal de polisacdridos y disacdridos formado para la

produccidén de la fraccion hidrofilica de glicolipidos.

Polisacaridos

Trealosa
Glucosa 6-P
Soforosa ?
Ruta de la pentosa fosfato
Ramnosa Fructosa 6-P
4D
Manosa Fructosa 1,6 bis P
Gliceraldehido 3-P ———  Dihidroxiacetona -P
A 4
Fosfoenolpiruvato Glicerol-P 3
Piruvato Lipidos
4
Oxalacetato Acetil-CoOA <«—— Acidos grasos
/ *

Hidrocarburos
Citrato

Glioxilato l

Succinato A
\ \ Isocitrato
A-cetoglutarato /

Figura 21. Intermediarios del metabolismo relacionados a la sintesis de precursores de biosurfactantes
utilizando como fuente de carbono a los hidrocarburos. Enzimas de regulacién: A) isocitrato liasa; B)
Malato sintasa; C) Fosfoenolpiruvato; D) Fructosa-1.

Los biosurfactantes producidos pera poder aplicarse en yacimientos pretroliferos se les
deben de realizar diferentes pruebas de estabilidad, ya que seran expuestos a diferentes
condiciones de presion, temperatura, salinidad y pH (Brown, 2010). La produccién de

biosurfactantes y sus rendimientos en presencia de parafinas provoca que los microorganismos

39



Seleccién de medios

no presenten limitaciones para crecer y metabolizar a alta presion, altas temperatura y diferentes

concentraciones salinas (Sakthipriya et al., 2015a, 2015b)

6.4 Metodologia

La campaia oceanografica Met-01 se realizd en el buque oceanografico UAT-1 que tiene
su embarcadero en la ciudad de Tampico, Tamaulipas. Los sitios de muestreo se seleccionaron
en funcion de las futuras areas de explotacién de hidrocarburos en la regién geoldgica al norte

del cinturdn plegado de Perdido (tabla 14)

Tabla 14. Coordenadas de los sitios de muestreo de la campaiia Met-01

Profundidad
Sitio Longitud [E] Latitude [N] estimada
(m)
El 96 25.83 600
E2 95.5 25.83 1500
E3 94.5 25.83 2800

Los muestreos en columna de agua se llevaran a cabo con una roseta de muestreo en
donde se montaran 12 botellas Niskin de 20 litros y equipos CTD LADCP/ADCP. Los sensores,
previamente calibrados, con que contarda el CTD seran para el registro de profundidad,
temperatura, salinidad, densidad, oxigeno disuelto y fluorometria. En un primer lance cercano al
fondo, se registrardan estos parametros, para definir la profundidad de los muestreos en el
maximo de clorofila y en el minimo de oxigeno. El muestreo en la masa de agua “intermedia” se
ha situado de manera sistematica en los 1000 m, profundidad en donde constantemente se

registra una densidad entre 26.5 y 26.7, caracteristica de esta masa de agua.

Los sedimentos seran colectados con un nucleador de caja en cada una de las estaciones
(figura 20). Una vez que se ha recuperado el nucleador de caja y que estd asegurado en la
cubierta, se evacua el agua que cubre los sedimentos hasta el techo de la caja y se procede a

efectuar submuestreos.
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Figura 22. Derrotero Metagendmica Agosto 2015
Durante la campafia Met-01, se tomaron alicuotas de las muestras de columna de aguay
sedimento adiciondndose como indculo a frascos con medios de cultivo para el enriquecimiento
de las poblaciones microbianas presentes (en presencia y ausencia de petréleo crudo Bacaf Alfa)
y fueron incubados a 4 °C. Los cultivos enriquecidos se mantuvieron a 4 °C durante 20 dias y se
evaluo el crecimiento bacteriano UFC/ml (Cuenta viable). Se tomaron alicuotas de estos cultivos
con diferentes propdsitos: a) para su conservacion a -20C en 50 % de glicerol; b) para su
propagacion en enriquecimiento en otros hidrocarburos; y c) busqueda de actividades

biosurfactantes (UAEM).

Para incrementar las poblaciones microbianas presentes y seleccionar los consorcios
productores de BS y degradadores se tomaron muestras de los cultivos iniciales y se inocularon
en un medio de cultivo selectivo para microorganismos productores de biosurfactantes disefiado
por Rosas-Galvan et al. (2018). Los cultivos enriquecidos fueron reinoculados en medios
suplementado con dos tipos de mezclas de hidrocarburos (Petréleo ligero-diafano y Petréleo
crudo-Bacaf Alfa) y concentraciones (tabla 15). Estos cultivos fueron incubados a 4 °C para

evaluar su capacidad tensoactiva.
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Tabla 15. Mezclas de hidrocarburos empleados en la seleccién de consorcios degradadores de hidrocarburos.

Fuente de carbono

Medio de cultivo Diafano (ppm) Petréleo (ppm)
1 8000 0
2 4000 1000
3 0 1000

Para la seleccion de organismos productores de biosurfactantes se utilizaron las técnicas

de hemolisis y disminucion de la Tensidn Superficial. Estas pruebas fueron realizadas a los cultivos

de las diferentes condiciones (Petréleo ligero-Diafano, petrdéleo crudo Bacaf Alfay una mezcla de

ambos) con los consorcios obtenidos de los cultivos iniciales. Ambas pruebas son fundamentales

para indicar la produccién de sustancias biosurfactantes/biotensoactivas.

Una vez obtenidos los consorcios productores fueron crecidos sobre tres diferentes fuentes

de carbono y dos diferentes medios minerales reportados por Mukherjee (2008) y El-Sersy (2012)

para incrementar su produccién de biosurfactantes.

a) Fuentes de Carbono: Los niveles de las fuentes de carbono evaluadas fueron: 10y 20

g/L Sacarosa, Glucosa y Maltosa

b) Medios Minerales
Medio Mineral 1 (MM1) g/L

(NH4)SO4 7
NaxHPO4¢12H,0 3.8
KH2PO4 35
MgSQO4e7H20 7
Extracto de Levadura | 0.5

(EI-Sersy, 2012)

Medio Mineral 2 (MM2) g/L

NH4NO3 3.3
K2HPO4 2.2
KH2POg4 0.14
NacCl 0.01
MgSQO4 0.6
CaCl 0.04
FeSO4 0.2

(Mukherjee et al., 2008)

42



Seleccién de medios

Ambos medios fueron suplementado con 0.5mL L™ de una solucidn traza que contiene
los siguientes elementos:

ZnSO4¢7H,0 2.32
MnSO4¢4H20 1.78
H3BO3 0.56
CuSO4*5H,0 1
NaMoOseH,0 0.39
CoCl, 0.42
EDTA 1
NiCl, 0.004
Kl 0.66

Para evaluar el efecto de diferentes fuentes de carbono, dos medios minerales y de los

dos consorcios microbianos (MF y MO) se propuso realizar un disefio experimental de parcelas

divididas como se muestra en Tabla 16.

Tabla 16. Efecto de las fuentes de carbono, medio mineral y consorcio utilizado sobre la actividad
biosurfactante. (Disefio de parcela dividida)

MM Sacarosa Glucosa Maltosa
MF MO MF MO MF MO
MM?2 Sacarosa Glucosa Maltosa
MF | MO MF | MO MF | MO

Se llevaron a cabo 12 tratamientos por triplicado (36 experimentos totales). La evolucidn

del crecimiento microbiano y de la disminucion de la Tension Superficial (TS) fueron

determinados cada 24 horas durante 15 dias.

6.5 Resultados

Se colectaron muestras para el aislamiento de los consorcios microbianos a distintas

profundidades

de columna de agua y sedimentos obtenidas de la primera Campafia de

Metagendmica de CiGOM /Septiembre 2015). Se obtuvieron 3 muestras de columna de agua de

la Estacidon 1, 1 muestra de columna de agua de la Estacidén 2 y 1 muestra de sedimento de la

Estacion 3 (figura 20).
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6.5.1 Gradientes fisicoquimicos del Golfo de México
Las zonas de muestreo en la columna de agua fueron seleccionadas de acuerdo a los

registros de los sensores de la roseta, la regién de maxima fluorescencia se encontré entre los 30
y 82 m de profundidad, la regién de minimo de oxigeno se encontré entre los 253 y 456 m de
profundidad, agua intermedia (1000 m) se colecté cuando la profundidad fue mayor a 1100 m.
Los resultados de la batimetria se muestran en la figura 23, en base a estos datos se realizd la

toma de muestra.

Salinidad (UPS) Temperatura (°C) Oxigeno (mg/L) Fluorescencia (mg/m?)

345 35 355 36 365 37 0 15 300 2 4 6 8 0 02z 04 06 08 1
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Figura 23. Batimetria del Golfo de México

6.5.2 Cultivos enriquecidos
Los cultivos enriquecidos de las muestras de las diferentes condiciones después de 20

dias de incubacidn a 4 °C presentaron crecimiento y éste fue cuantificado utilizando la cuenta

viable. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 17.

Tabla 17. Crecimiento en 20 dias de incubacion.

Medio Surfactantes

Medio Degradadoras

Muestra
(UFC/mL X 10°) (UFC/mL X 10°)
E1 Max Fluorescencia 289 75
E1 Min Oxigeno 125 21.3
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E1 Fondo 3.2 1.52
E2 1000 m 174 61.5
E3 Sedimento 0.23 0.11

Se observa que las muestras obtenidas en maximo de fluorescencia presentaron el
mayor crecimiento y menor para aquellas provenientes de Sedimentos y de Fondo. Este es un
resultado esperado debido a que el crecimiento se realiza en condiciones aerobias. En los

cultivos con la adicion de petrdleo se observa emulsificacion del mismo (Figura 24).

Estacion 1

Control Max Clorofila Min Oxigeno Fondo

Figura 24. Crecimiento en medio liquido de las muestras de la estacion 1 a 20 dias de incubacion.

Para continuar con la aclimatacion y enriquecimiento se inocularon los consorcios a
medios de cultivo fresco y con petréleo didfano y crudo. Se observé crecimiento entre 4 y 5 dias
(Figura 25). A estos cultivos se evalud la actividad biosurfactante de cada consorcio obtenido

previamente.
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Experimentos de degradaciéon con 8000 ppm Queroseno

E1 E1 E1 E2 E3

Figura 25. Cultivos para la seleccidn se consorcios degradadores.

Para la evaluaciéon de la actividad biosurfactante se inocularon los consorcios
directamente sobre un medio con Agar-sangre para evaluar la formacion de halos que indican el
grado de hemdlisis. En la figura 26 se muestran los resultados obtenidos del ensayo. Las pruebas
de hemdlisis fueron positivas para las muestras colectadas en maximo Fluorescencia y minimo
oxigeno, lo que indica la actividad biosurfactante no obstante es necesario confirmar este
resultado con otras pruebas. Para ello se evalud la disminucién de la Tensién superficial a los
sobrenadantes de los cultivos enriquecidos en las diferentes condiciones. En todos los casos se
observo reduccion de la Tension Superficial (57.8 a 43.5 mN/m) al comparar con el medio control

(63 mN/m) (Tabla 18).
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Figura 26. Actividad hemolitica de las muestras de la estacién 1.

Tabla 18. Disminucion de la tension superficial de los cultivos de consorcios obtenidos del escarpe de Perdido

Muestra Dia3 Dia 4 Dia 5
Control 63 61.3 62.1
E1 Max Fluorescencia 51 46.6 53
E1 Min Oxigeno 52.9 49.5 43.9
E1 Fondo 54.5 53 52.5
E2 1000 m 49.4 48.4 47.8
Sedimento 57.8 49.9 48.8

6.5.3 Efecto de la fuente de carbono y del medio mineral para mejorar la produccion de
biosurfactantes
Los consorcios utilizados en este estudio, fueron obtenidos previamente del sitio 1 de

muestreo del Cinturdn Plegado de Perdido. Para ello se utilizaron dos medios de cultivo con y sin
petréleo crudo y se incubaron a 4°C durante 45 dias. Posteriormente, aislados y conservados en
soluciones de glicerol. Los consorcios que mostraron actividad hemolitica fueron los obtenidos

por la roseta al maximo de fluorescencia (MF) y minimo de oxigeno (MO).

En la figura 27 se presentan las cinéticas de crecimiento y evolucidon de la Tension

Superficial, en los diferentes medios.
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Consorcio obtenido de la Estacion 1 — Maximo Fluorescencia (MF)-MM1
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Figura 27. Cinéticas de crecimiento y de disminucién de la tension superficial del consorcio obtenido de
la Estacion 1 — Maximo Clorofila con el Medio Mineral 1y tres diferentes fuentes de carbono
(MSacarosa 20 g/L AGlucosa 20 g/L @ Maltosa 20 g/L)

Se puede observar que para este medio mineral (MM1), |la sacarosa utilizada como fuente
de carbono favorecié el crecimiento llegando hasta una concentracién de 3.16 g/L, seguida de la
maltosa con una concentracién final de 2.86 g/L. Mientras que los medios con glucosa como

fuente de carbono no se observd un crecimiento significativo (Fig. 27a).

Con respecto a la disminucion de la Tensién Superficial, se observa que hasta el dia 4 la
TS permanece sin cambio. A partir de 5 dias se observa un cambio significativo de la disminucién

delaTS. Alos 7 dias de incubacion se obtiene un valor de 41 mN/m, cuando la fuente de carbono
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utilizada fue la sacarosa: Mientras que con maltosa el valor minimo de la disminucién de la TS

fue de 57 mN/m (figura 27b).

En la figura 28 ay b, se presentan los resultados obtenidos con el medio mineral 2 (MM2).

Consorcio obtenido de la Estacion 1 — Maximo Clorofila (MC)-MM2
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Figura 28. Cinéticas de crecimiento y de disminucién de la tensiéon superficial del consorcio obtenido de
la Estacién 1 — Maximo Clorofila con el Medio Mineral 2 y tres diferentes fuentes de carbono
(MSacarosa 20 g/L AGlucosa 20 g/L @ Maltosa 20 g/L)

Se puede observar que para este medio mineral, las tres fuentes de carbono tuvieron
efecto en el crecimiento celular, teniendo como valor maximo de 2.29 g/L con sacarosa como

fuente de carbono, y un valor de 1.9 g/L para las otras dos fuentes de carbono (Fig. 28a).
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Con respecto a la disminucién de la tensidon superficial (TS), no se observa un cambio
significativo de la disminucién de la TS sino hasta después del 5 dia, los valores fueron de 63

din/cm con maltosa como fuente de carbono (Fig. 28b).

En la figura 29 a y b se presentan los resultados obtenidos para el consorcio MO en

medio MM1 y con las diferentes fuentes de carbono.

Consorcio obtenido de la Estacion 1 — Minimo de Oxigeno (MM1)
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Figura 29. Cinéticas de crecimiento y de disminucién de la tensidon superficial del consorcio obtenido de
la Estacién 1 — Minimo de Oxigeno con el Medio Mineral 1y tres diferentes fuentes de carbono
(Msacarosa 20 g/L AGlucosa 20 g/L ® Maltosa 20 g/L).
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Se puede observar que para este medio mineral, las tres fuentes de carbono tuvieron
efecto en el crecimiento celular, teniendo como valor maximo de 2.68 g/L para cuando se utiliza
sacarosa como fuente de carbono, y un valor de 2.5 g/L para cuando se utilizan las otras dos

fuentes de carbono (figura 29a).

Con respecto a la disminucién de la tensién superficial (TS), no se observa un cambio
significativo de la disminucién de la TS sino hasta después del 7 dia, los valores fueron de 51
din/cm con sacarosa como fuente de carbono. Mientras que para maltosa y glucosa, la

disminucion fue hasta 62 y 65.5 mN/m, respectivamente (Fig. 29b).

Consorcio obtenido de la Estacion 1 — Minimo de Oxigeno (MM2)
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Figura 30. Cinéticas de crecimiento y de disminucién de la tension superficial del consorcio obtenido de
la Estacién 1 — Minimo de Oxigeno con el Medio Mineral 2 y tres diferentes fuentes de carbono
(MSacarosa 20 g/L AGlucosa 20 g/L @ Maltosa 20 g/L)
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Se puede observar que para este medio mineral, las tres fuentes de carbono tuvieron
efecto en el crecimiento celular, teniendo como valor maximo de 2.02 g/L con maltosa como
fuente de carbono. Mientras que valores menores de 1.7 y 1.36 g/L fueron obtenidos para

sacarosa y glucosa, respectivamente (Figura 30a).

Con respecto a la disminucidn de la tensién superficial fue hasta el dia 6 donde se aprecia
levemente la disminucion de la tension superficial, siendo el menor de 62.6 din/cm con maltosa

como fuente de carbono (figura 30b).

5.4.1 Efecto de las fuentes de Carbono, Medio mineral y tipo de consorcio

Analisis estadistico. Disefio de parcelas Divididas.

De acuerdo al se seleccionaron los valores obtenidos de disminucion de la TS a 7 dias de
incubacion (20 g/L). En la tabla 19 se presentan los resultados obtenidos del disefio experimental

de parcelas divididas y en la Tabla 20 se presenta el analisis de ANOVA.

Tabla 19. Resultados experimentales obtenidos del crecimiento de los consorcios MC y MO en los medios

MM1y 2y con tres fuentes de carbono.

MM1 Sacarosa Glucosa Maltosa
C MC | MO C MC | MO C MC MO
TS 41.8 | 66.8 67.5 | 67.5 57.2 63.5

MM2 Sacarosa Glucosa Maltosa
MC | MO MC | MO MC MO
TS | 51.6 | 67.4 65.5 | 62.6 62.2 64

Se observan que los valores de tensién superficial se encuentran en el rango de 41 a 62
mN/m para el consorcio MF, mientras que para el consorcio MO, valores de TS fueron desde 62

a 67 mN/m. En la Tabla 20 se presenta el andlisis de los efectos de las variables estudiadas.
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Tabla 20. Analisis de varianza de los resultados obtenidos del disefio experimental de parcelas divididas.

(Software estadistico SAS System 9.0).

Grados de Suma de
Fuente de Variacion Libertad Cuadrados CM F calc Pr >F

Medio Mineral 175.491 175.491 18.57834 0.023
Fuente de Carbono 2 159.829 79.9145  8.46014186 0.0584
Error A

Medio M*Fuente de C 2 259.115 129.5575  13.7155939 0.013
Consorcio 6.586 6.586  0.69722634 0.465
Consorcio*Fuente de C 2 40.052 20.026 2.12005082  0.2667
Error B

MM*FdC*Consorcio 3 28.338 9.446

De acuerdo a los resultados obtenidos del analisis, los efectos significativos son aquellos

valores por debajo de p<0.05. En caso se observa que la combinacidn de fuentes presenta un

efecto significativo sobre la disminuciéon de la TS (p=0.013). Mientras que en los efectos

individuales el medio de cultivo presentd un efecto significativo en la disminucion de la TS

(p=0.023). Los resultados obtenidos de estos estudios demuestran que la importancia de evaluar

la composicion de los medios de cultivo para produccién de biosurfactantes.

Cepa aislada del Consorcio MF.

Para realizar una seleccién de las cepas con actividad biosurfactante se considerd la

actividad hemolitica como criterio de seleccion. Para ello las colonias aisladas de ambos

consorcios fueron crecidas en medio de agar-sangre (5%). Las cepas cono formacién de halo

fueron consideradas como positivas. En este caso se selecciond la que presenté el halo mas

grande y definido (figura 31).
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e

Figura 31. Aislamiento de cepas productoras de biosurfactante en medio agar sangre (prueba de
hemodlisis)

6.6 Conclusiones
Los consorcios seleccionados de las muestras del escarpe Perdido presentan actividad

biosurfactante pueden presentar disminucion de la tensién y/o indice de emulsién.

Se observd un efecto significativo de la composicion del medio en la produccién del

biosurfactante.
La actividad hemolitica permite seleccionar cepas con actividad biosurfactante

Se cuenta con una cepa aislada que puede ser productora potencial de biosurfactante, la cual fue
obtenida después de la aclimataciéon en un medio con hidrocarburos y proveniente de la zona de

Maxima fluorescencia.

Este aislado sera utilizado para identificacidén y produccion de biosurfactantes en fermentador.
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Capitulo 7. Prospeccién de microorganismos marinos productores de
biosurfactantes del Golfo de México

El Golfo de México tiene mas filtraciones naturales de petréleo que cualquier drea marina
en América del Norte, liberando mas de 400,000 barriles de petréleo por afo. Es altamente
probable que la microbiota se adapte al petréleo crudo debido a filtraciones naturales y
operaciones de perforacion en alta mar que ocurren en el Golfo de México. Por lo tanto, no es
de sorprenderse que las comunidades bacterianas respondan rdpidamente a la afluencia de
petréleo crudo (Hazen et al., 2010). El estudio de la distribucién y abundancia de
microorganismos primarios en el medio marino es util para comprender los grandes procesos
bioldgicos vy fisicos. El Golfo de México es un gran ecosistema marino compartido por México,
Estados Unidos y Cuba, y desempena un papel fundamental en la salud econdmica de estos
paises (Schifter et al., 2017). Existen diversas especies de bacterias marinas que se encuentran
predominantemente en el agua de mar contaminada con petréleo, y los compuestos que estdn
presentes en la superficie del agua (en caso de derrames de petréleo) tienen una solubilidad muy
baja que restringe el acceso de las bacterias a estos compuestos para la degradacién. Los BS son
producidos por bacterias marinas degradadoras de hidrocarburos en respuesta a la presencia de
hidrocarburos insolubles en agua. Se cree que esto facilita la absorcion de hidrocarburos por las

bacterias (Ibacache-Quiroga et al., 2013; Mohanram et al., 2016; Rahman et al., 2003).

7.1 Zona 3. Bahia de Campeche en el Golfo de México
La zona de estudio dentro de la bahia de Campeche comprende a los Diapiros Salinos de

la parte central de la bahia. Este sistema estructural se prolonga hacia el sureste e incide en la
zona suroccidental de la Laguna de Términos en punta Xicalango y de la Isla del Carmen,
Campeche (Figura 32). La zona de Diapiros Salinos la superficie del fondo es irregular, debido a la
presencia de sistemas complejos de fracturas y de fallas transtensivas con movimiento lateral-
izquierdo, comunmente asociados con diapirismos salinos y que frecuentemente sobresalen del
fondo marino. Hacia el noreste, en la parte profunda del Golfo de México, el diapirismo salino se
prolonga hasta la zona Sigsbee a 3750 m. Estos sistemas estructurales complejos se prolongan
hacia el sur, hacia la planicie costera continental de los estados del sur de Veracruz, Tabasco y

Campeche, lo que se evidencia en los sistemas fluvio-deltaicos de los rios Coatzacoalcos, Tonala-
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Mezcalapa y Grijalva-Usumacinta. En el subsuelo profundo de la costa marina y en el continental,
los sistemas estructurales se prolongan hacia las cuencas salinas del Itsmo, Comalcalco y
Macuspana. Las irregularidades del fondo marino obedecen a patrones geométricos definidos de

los intrusivos marinos (Aguayo-Camargo, 2004).
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Figura 32. Mapa fisiografico de la bahia de Campeche (Arredondo Godinez, 2016).

7.2 Materiales y métodos

7.2.1. Toma de muestra en las campafias oceanogrdficas
Se realizaron dos campanas oceanograficas durante mayo del 2017 vy junio del 2018 a

bordo del buque oceanogréfico Justo Sierra-UNAM que tiene su embarcadero en la ciudad de Tuxpan,
Veracruz. Los sitios de muestreo se seleccionaron en funcién de las futuras areas de explotacién
de hidrocarburos en la regidn geoldgica al norte del cinturén plegado de Perdido y en la regién
donde se ubican los proyectos exploratorios denominados por PEMEX como UCHUKIL vy
CHALABIL, situada frente a las costas entre Coatzacoalcos y Ciudad del Carmen (figura 33). Se
tomaron muestras de 18 puntos diferentes en el Golfo de México (tabla 21), en las siguientes

profundidades: fluorescencia maxima, oxigeno minimo, 1000 m, fondo marino y sedimento.
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Figura 33. Derrotero de la campafia de muestreo en el Golfo de México. Las ubicaciones de todos los
sitios de muestreo estan representadas por puntos.

Tabla 21. Coordenadas de los sitios de muestreo de la campafia Met-01

L . . Profundidad
Zona Ubicacidn Longitud [E] Latitud [N] estimada (m)

Al -95.84 25.88 1000
A2 -95.55 25.88 1500
A3 -95.12 25.88 2500

S A4 -94.67 25.88 3200

T B5 -96.25 25.64 550

& B6 -95.87 25.64 1000
B7 -95.58 25.64 1200
B8 -95.25 25.64 2400
B9 -95.00 25.64 3200
C10 -93.30 19.17 550
Cl11 -93.50 19.61 1000

3 C12 -93.77 20.02 1500

TE C13 -94.29 20.60 2500

Q Cl4 -94.75 20.73 3200

*E D15 -93.60 19.16 600

S D16 -94.00 19.04 680
D17 -94.08 19.61 1000
D18 -94.34 19.93 1500

Se tomaron muestras de agua usando una roseta oceanografica con doce botellas de
muestreo Niskin de 20 L, que se montaron en una muestra de carrusel que podria activarse para

tomar muestras de agua a profundidades estandar. Cada muestra de 100 L de agua de mar se
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concentrd a 3.5 L usando filtracion de flujo tangencial. Se obtuvieron muestras de sedimento con
una muestra Ekman box corer. Las muestras se homogeneizaron en un matraz, y luego 50 g de

cada muestra y luego se refrigeraron a 4 ° C antes del procesamiento de laboratorio

7.2.2 Preparacion de cultivos enriquecidos
Los cultivos enriquecidos se prepararon agregando 5 ml de agua de mar concentradao 5

g de sedimento en dos matraces de 50 ml, cada matraz contenia medios artificiales agua de mar
(Henson et al., 2016) con glicerol como fuente de carbono, glicerol suplementado con 0,1% de

aceite crudo, y medio minimo con 0.1 % de aceite crudo incubandose durante 45 diasa 4 ° C.

Los diferentes consorcios se seleccionaron utilizando diferentes pruebas de actividad
biosurfactante: actividad emulsificante (IE24), disminucién de la tensidn superficial (TS), agar

CTAB y actividad hemolitica.

7.3 Resultados y discusion

Durante las diferentes camparias de muestreo que se realizaron en la regidn del escarpe
de Perdido y frente Coatzacoalcos descritas en la figura 33 se obtuvieron un total de 94 muestras
que fueron todas inoculadas en medios selectivos de produccion de biosurfactantes,
adicionalmente durante la segunda campana oceanografica que se realizd, las muestras fueron
inoculadas en medio selectivo para degradadoras de hidrocarburos, dando un total de 177

cultivos como se describen en la tabla 22.

Tabla 22. Andlisis de tensidn superficial, indice de emulsion, CTAB y hemdlisis para los diferentes consorcios
obtenidos en las diferentes campafias.

Glicerol Aceite crudo

L Tension 0 - Tension 0
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D15 0 1 2 1 1 0 2 1
D16 0 0 1 0 0 2 3 2
D17 1 1 3 0 1 1 2 2
D18 2 1 2 0 4 4 4 3

Con respecto a los cultivos cultivados en presencia de glicerol, 39.1 % presenté hemdlisis,
26.1% dio positivo con CTAB, 47.8% de los cultivos redujo la tension superficial y 26.1% presenté
reduccion de IEz4. Asimismo, con respecto a los cultivos suplementados con 0,05% de petrdleo
crudo, el 46.9% mostré hemodlisis, el 40.6% dio positivo con CTAB, el 75% redujo la tension
superficial y el 59% mostré aumento del IE%. El 64.4% de las muestras que presentaron actividad

BS se encontraron en el area de Coatzacoalcos.

En las figuras 34 y 35 se muestra el comportamiento de las diferentes muestras obtenidas
de diferentes regiones y profundidades del Golfo de México para la actividad biosurfactante en
términos de reduccidn de la tensidn superficial y el incremento del 1E2a mostrando diferentes
resultados en términos de distribucion. No hubo un patrén o relacién entre la reduccién de la
tensién superficial y el IEza. Los otros parametros utilizados para el estudio de la actividad
biosurfactante, como la actividad hemolitica y el CTAB, tampoco mostraron un patrén especifico.
Los mejores resultados en términos de reduccién de ST fueron las muestras del estuario,
A2MO,A3MOH, AAMFG, B7M, C14MO, C14F, C14SH, D16FH y D16SH, mientras que los mejores
resultados obtenidos en términos del IE24 se obtuvieron a partir de las muestras estuario, B5FH,

B6FG, C13FG y C10FH.
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Figura 35. Seleccién de consorcios con actividad biosurfactante en medios enriquecidos el aumento del porcentaje
del indice de emulsién.

El efecto de la profundidad para consorcios productores de Bs mostré que entre 0y 700
m de profundidad se encontraron los microorganismos que reduce la tensién superficial (figura
36) y entre 400 y 1900 los microorganismos que aumentan el El»4 (figura 37), la concentracién de
NaCl fluctud entre 36.35 y 34.97 g/L lo que indica que los biosurfactantes producidos presentan
estabilidad a concentraciones altas de cloruro de sodio y que tienen un mas alto rango de

aplicacion.
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100 - X Méximo de Fluorescencia
X Minimo de Oxigeno
80 - * 1000 metros
* ¢ Fondo
* * M Sedimento
AGO E *
S x of m .
< X 'S
uit0 1% a" .
| ]
X
20 % - . [ | .
*
& X
0 +HEE——yodlll—o— 4 T L i ]

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Profundidad (m)

o

Figura 37. indice de emulsién de cultivos provenientes a diferentes profundidades

Los consorcios obtenidos de fueron utilizados para el aislamiento de cepas bacterianas de
diferentes especies. Primero, los consorcios se seleccionaron y analizaron para determinar la
viabilidad de realizar este estudio basado en la produccion de BS, luego, las cepas aisladas se

analizaron llevando a cabo la produccion de BS.

El carbono como sustrato es un factor limitante importante que afecta la produccion de
surfactantes microbianos. Se ha reportado que el tipo de sustrato de carbono utilizado para la

produccidn influye tanto en la calidad como en la cantidad de BS (Das et al., 2009).
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La poblacién de microorganismos marinos se adapta a diferentes condiciones de agua de
mar, como profundidad y temperatura (Baharum et al., 2010). Ademas, el petréleo crudo ha
formado parte del ecosistema del medio marino durante millones de afos, y las bacterias han
estado utilizando sus hidrocarburos constituyentes como una rica fuente de carbono y energia
(Hazen et al.,, 2016). El cultivo con medios enriquecidos utilizados para el crecimiento de
consorcios microbianos afectd la seleccidn de bacterias productoras de BS. Ademas, la presencia
de petréleo crudo favorecié la selecciéon de consorcios productores de BS. En la tabla 22, un
mayor numero de consorcios productores de BS crecieron en presencia de hidrocarburos en
comparacion con los que crecieron con glicerol como fuente de carbono. La seleccion de las
diferentes muestras obtenidas de diferentes regiones y profundidades del Golfo de México para

la actividad de BS (TS y EI24) mostré resultados diferentes en términos de distribucién.

No hubo un patrén claro o relacion entre la reduccién de la TS y el IE24. Este resultado
puede explicarse por el hecho de que los BS y BE son metabolitos secundarios con estructuras y
actividades quimicas muy diferentes. Los otros parametros utilizados para la deteccién de
actividad de BS, como la actividad hemolitica y CTAB, tampoco mostraron un patron especifico.
Por lo tanto, una comunidad microbiana puede adaptar y regular sus funciones dependiendo de
la composicion de la comunidad y a la presencia de diferentes sustratos (Antoniou et al., 2015).
A pesar de lo anterior, existe un "conjunto central" de bacterias que se aislan comiunmente de
los consorcios marinos, ya que son consorcios obligados para la degradacion del petréleo y los

productores de BS (Yakimov et al., 2007).

En la columna de agua del Golfo de México, el petrdleo y el gas son persistentes y afectan
a las comunidades microbianas de las profundidades marinas mediante el enriquecimiento de
hidrocarburos. La biosfera de aguas profundas, incluidos los sedimentos de aguas profundas, es
uno de los ecosistemas marinos mas grandes, y se sabe relativamente poco sobre la respuesta
de estas comunidades a los hidrocarburos y sus capacidades de biodegradacion a estas
profundidades (Kimes et al.,, 2013). Las respuestas de las poblaciones también estan
influenciadas por los diferentes parametros fisicoquimicos a través de la columna de agua, como
las condiciones de termoclina, haloclina y pignoclina. Los estudios microbianos sugieren que las

comunidades realizan importantes funciones ecolégicas a diferentes profundidades (Jing et al.,
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2013). De acuerdo con las distribuciones, las cepas productoras de BS se aislaron entre la
superficie y a 700 m, y las cepas bacterianas productoras de BS se distribuyeron ampliamente,
detectandose hasta una profundidad de 1900 m en la columna de agua. En la columna de agua,
hay varios fendmenos fisicoquimicos que implican la disolucion de gases por encima del 85% vy el
petréleo crudo cerca del 10% (Board & Council, 2003), por lo tanto, los microorganismos a
diferentes profundidades pueden ayudar en los flujos de materia y energia sean encontrado

(Lindh et al., 2017).

Aunque los valores de ST y EI24 determinados en este estudio variaron de una cepa a
otra, presentando en algunos casos ST y sin emulsion, o viceversa; en general, la distribucién ST
y EI24 fueron muy similares. Las cepas productoras de BS generalmente se aislaron a 0-1000 m,

con menos cepas aisladas a 3000 m, para ambos parametros (ST y EI24).

Los biosurfactantes estan teniendo cada vez mas atencién por sus propiedades Unicas,
resultado de sus condiciones de produccién, menor toxicidad y mayor biodegradabilidad, en
comparacion con sus homdlogos quimicos. A pesar de que este interés estd en aumento, alin no
puede competir econdmicamente con los biosurfactantes sintéticos. Para reducir estos costos de
produccién se propone investigar diferentes mecanismos de para aumentar los rendimientos de
produccién, como el uso de diferentes materias primas de bajo costo y el mejoramiento de las

condiciones de cultivo de los microorganismos (Khopade et al., 2012).

La recuperacién bioldégica mejorada de petrdleo tiene varias ventajas Unicas en
comparacion con los métodos convencionales, ya que no consume grandes cantidades de
energia, y es menos dependiente de los precios del crudo. Ademds los procesos microbianos
crecen a un ritmo exponencial, lo que significa que potencialmente pueden producirse a bajo

costo (Kaster et al., 2012).

7.4 Conclusiones
Los microorganismos productores de biosurfactantes se encuentran asociados a profundidades

menores a 1200 m debido a las condiciones nutricionales y fisicoquimicas de columna de agua.
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La adicidon de compuestos hidrofébicos tales como hidrocarburos en la formulacion del medio de

cultivo esta correlacionada con la actividad biosurfactante/Emulsificante

No existe relacion entre la tensidn superficial y el indice de emulsion ya que esto se debe a la

naturaleza del biosurfactante.
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Capitulo 8. Aislamiento de microorganismos productores de biosurfactantes

8.1 Microorganismos productores de biotensoactivos

Los biosurfactantes son producidos por una variedad de microorganismos,

principalmente bacterias, hongos y levaduras son diversos en su composicién quimica, su

naturaleza y la concentracion que depende del tipo de microorganismo que produce un

biotensioactivo en particular (Tabla 22).

Tabla 22. Lista de biosurfactante y organismo productor (Saharan et al., 2011).

Biosurfactante

Microorganismo(s)

Aplicacion

rubidea

Celobiolipido Ustilago maydis Compuestos antifungicos
Serrawetina Serratia marcescens Emulsificacidon de hidrocarburos
Poliolipido Rhodotorula glutinis, R. graminis Actividad anti-proliferativa
Rhodococcus erythropolis,
, Arthrobacter sp., Nocardia . -, .
Trehalolipido . P . Disolucién de hidrocarburos
erythropolis, Corynebacterium sp.,
Mycobacterium sp
T Pseudomonas sp., Thiobacillus . -
Ornitinelipido L P . Bio-emulsificante
thiooxidans, Agrobacterium sp.
. . Pseudomonas fluorescens, . _— .
Viscosin . Lipopéptido tensoactivo
Leuconostoc mesenteriods
Pseudomonas aeruginosa, . o .
- . . Bioremediacion, propiedades
Ramnolipido Pseudomonas chlororaphis,Serratia

antimicrobianas y de biocontrol

Carbohidrato-lipido

P.fluorescens, Debaryomyces
polmorphus

Bio-emulsificante

Proteina PA

P.aeruginosa

Bio-emulsificante

Diglicosil diglicérido

Lactobacillus fermentum

Bio-remediacion

Célula completa

Cyanobacteria

Bio-floculante

Acidos grasos/lipidos neutros

Clavibacter michiganensis subsp.
insidiosus

Bio-emulsificante

Candida bombicola, C. antartica,
Torulopsis petrophilum C. botistae, C.

Antimicrobiano, antiviral,

Soforolipido . ) . ..
P apicola, C. riodocensis, C. stellata, C. espermicida
bogoriensis
Liposan C. tropicalis Bio-emulsan

Lipidos de manosileritritol

C.antartica, Kurtzmanomyces sp.,
Pseudozyma siamensis

Compuesto antifungico

Surfactina/lturina

B. subtilis, B. amyloliquefaciens

Propiedades antimicrobianas

Subtisilina

B. subtilis

Propiedades antimicrobianas

Aminoacid-lipido

Bacillus sp.

Propiedades antimicrobianas

Mejoramiento de recuperacion

Liguenisina Bacillus licheniformis, B. subtilis de petréleo por

microorganismos
Peptido-lipido B. licheniformis Propiedades antimicrobianas
Fosfolipido Acinetobacter sp. Biorremediacion

Vesiculas y fimbrias

Acinetobacter calcoaceticus, P.
marginilis, P. Maltophila

Biorremediacién
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Mejoramiento de recuperacion
Emulsan A. calcoaceticus de petrdleo por
microorganismos
Biodegradacién de compuestos
poliaromaticos

Alasan A. radioresistens

Los trehalolipidos son producidos por diferentes microorganismos tales como,
Mycobacteriun, Norcardia y Corynebacterium. Sin embargo, los compuestos mas estudiados de
en esta clase de compuestos son dimicolados de trehalosa producidos por el género
Rhodococcus. Los soforolipidos, por otro lado se producen principalmente por las levaduras, tales
como Candida bombicola, Centrolene petrophilum, Candida apicola y Rhodotorula bogoriensis,
mientras que los lipidos de manosileritritol son producidos por levaduras Pseudozyma aphidis,
Pseudozyma antdrctica y Pseudozyma rugolosa. Los lipopéptidos ciclicos son producidos por
varias especies de Bacillus como moléculas antibidticas, entre estos, el compuesto mas
importante producido es la surfactina por Bacillus subtilis debido a su alta actividad. Una gran
variedad de microorganismos incluyendo algunos Archaea, producen compuestos de alto peso
molecular, los bioemulsans son los mas ampliamente estudiados que se sintetizan por varias
especies de Acinetobacter. El primer compuesto estudiado fue el emulsan RAG-1, un polisacarido
anfifilico producido por Acinetobacter calcoaceticus, que es uno de los bioemulsificantes
comercialmente disponibles en la actualidad (Suthar et al., 2008). Muchos microorganismos han
sido aislados a partir de suelos contaminados, efluentes y de aguas residuales. Por lo tanto, estos
tienen una capacidad para crecer sobre sustratos considerados potencialmente téxicos para
otros microorganismos. Por la alta relevancia de los biosurfactantes, se han explorado nuevos
nichos de microorganismo productores. En particular el ambiente marino que ha sido

contaminado por hidrocarburos.

8.2 Biotensoactivos de origen marino

Debido a la inmensidad de la biosfera marina, la mayor parte de los microorganismos
permanece inexplorado. Estos microorganismos marinos han desarrollado un metabolismo y
capacidades fisioldgicas Unicas para prosperar en habitats extremos produciendo nuevos
metabolitos que no estadn presentes en los microorganismos terrestres. Por lo tanto, este habitat

ofrece una magnifica oportunidad para descubrir nuevos compuestos tales como antibidticos,
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enzimas, vitaminas, biosurfactantes, bioemusificantes y otros compuestos de gran valor
comercial (Satpute et al., 2010). Se estima que cerca del <0.1 % de los microorganismos marinos
se ha explorado o investigado. Estas investigaciones son obstaculizadas principalmente, debido

a la naturaleza de que son dificilmente cultivables en laboratorio.

Una de las principales caracteristicas que poseen los productos provenientes de
microorganismos de origen marino con respecto a los de otra fuente es que las caracteristicas
bioldgicas y funcionales de los primeros son muy diversas lo que les da la capacidad de producir
una amplia gama de estructuras novedosas que pueden tener una gran aplicacion en la

biotecnologia.

Las poblaciones marinas microbianas que se han reportado productoras de biosurfactantes y
bioemulsificantes son Acinetobacter, Arthrobacter, Pseudomonas, Halomonas, Bacillus,
Rhodococcus, Enterobacter y algunos hongos del género Aspergillus (Bozo-Hurtado et al., 2012;
El-Sersy, 2012; Ibacache-Quiroga et al., 2013; Khopade et al., 2012; Kiran et al., 2009; Kiran et al.,
2010; Mukherjee et al., 2008; Seghal Kiran et al., 2010; Sivapathasekaran et al., 2009;
Sivapathasekaran, Mukherjee, & Sen, 2010; White et al., 2013). Las moléculas tensoactivas que
producen estos microorganismos son ubicuos, estos son utilizados para facilitar la solubilizacién
de compuestos hidrofébicos de su entorno para que puedan ser aprovechados como sustratos,
sin embargo, algunos microorganismos producen biosurfactantes y bioemulsificantes sobre
sustratos solubles en agua (Gunther et al., 2005), la presencia de estas biomoléculas sobre la
superficie celular aumenta la hidrofobicidad y le ayuda a sobrevivir en un entorno hidréfobo. Por
otro lado, debido a las diversas propiedades quimicas y funcionales de los microorganismos
marinos, es dificil obtener estas biomoléculas por un método seleccidn Unico, haciendo esencial

el desarrollo de diferentes metodologias de deteccidn y seleccion (Satpute et al., 2010).

8.3 Materiales y métodos

8.3.1 Aislamiento de cepas productoras de BS
Se usaron diferentes medios bacterianos para aislar cepas productoras de BS. Los medios

utilizados fueron los siguientes: 1- medio de sacarosa minimo: 7 gL™ (NH4)2S04, 3.8 gL™
Na;HPO4=H20, 3.5 gL™" KH,PO4, 0.7 gL' MgS04.7#H20, 0.5 gL extracto de levadura, 10 gL™" de

sacarosa y 15 gL~ de NaCl; 2- caldo de soya tripticaseina: 17 gL' de peptona caseina, 3 gL,
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peptona de soya, 25 gL' de NaCl, 2.5 gL™" de K;HPOQs, 5 gL™" de dextrosa, 1.2 gL™" de extracto de
res, 1.2 gL™" nitrato de sodio; y 3- Medios de agua de mar artificiales con petréleo crudo (Henson
et al., 2016). Los medios de sacarosa y soya se complementaron con una solucién de 0,5 ml que
contenia los siguientes elementos traza: 2,32 gL' ZnS04.7H,0, 1,78 gL™* MnS04=4H20, 0,56 gL™
H3BOs3, 1 gL' CuS0O4=5H,0, 0,39 gL ~' NaxMo004*H>0; 0,42 gL™" CoCly, 1 gL' EDTA, 0,004 gL™" NiCly;
y 0,66 gL KI. El aislamiento bacteriano se confirmé mediante tincion de Gram y microscopia
Optica.

8.3.2 Identificacion de aislados bacterianos mediante secuenciacion parcial de ADN 16S que

presenten actividad biotensoactiva y bioemulsificante
Los aislados bacterianos se cultivaron en 20 mL de medio de produccidn de BS dptimo en matraces

Erlenmeyer de 50 ml, durante 24 h. El ADN gendmico se purificod y prepard con una concentracion final
de 50 nguL™ utilizando el kit de preparacidon mini Zymoclean Quick g-DNA TM comprado en Zymo
Research Corp. El ADN gendmico se secuencio usando el servicio de secuenciacién Macrogen (Corea)
con el primer 27-F y 907-R para la amplificacién de las regiones 3 y 4 del gen de ARN 16s. Los resultados
se procesaron usando el software Bioedit, y BLAST y el andlisis de alineacién multiple se llevd a cabo
usando el banco de genes NCBI y CLUSTAL W, respectivamente. Los analisis filogenéticos se llevaron a

cabo utilizando el software phylogeny.fr.

8.4 Resultados y discusién

Una vez que se analizaron los cultivos enriquecidos (consorcios) se procedid al estudio de
las cepas bacterianas aisladas de los mejores. El analisis fologenético relevo la presencia de 11
géneros que incluyen 48 % Enterobacteriaceae, 2.04 % Pseudomonadaceae, 2.04 %
Shewanellaceae, 4.08 % Idiomarinaceae, 16.33 % Pseudoalteromonadaceae, 4.08 %
Vibrionaceae, 4.08 % Rodhospirillaceae, 2.04 % Staphylococcaceae, 10.20% Bacillaceae, 4.08 %

Micrococcaceae y 2.04 % Microbacteriaceae (Figura 6).
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Figura 35. Distribucién de familias bacterianas en los consorcios obtenidos.

Los aislados se obtuvieron de los mejores consorcios y se seleccionaron como se describié
anteriormente. La reduccién de la TS y el incremento del IEz4 se analizaron para aislamientos
bacterianos obtenidos de los consorcios que presentan una alta reduccién de ST y EI24 (Tabla
23). Los mejores resultados para TS se obtuvieron con Enterobacter sp. La cepa presenta valores
superiores al 58% después de 9 dias de incubacién, mientras que los mejores resultados para IEza

se obtuvieron con Thalassospira sp. con valores superiores al 71%.

Tabla 23. Actividad biosurfactante de aislados de diferentes zonas del Golfo de México.

Identidad indice de
Aislado (%) TS (% reduccion) emulsion  Hemolysis CTAB  Swarming
(%)
Idiomarina sp 99 25.43 68.46 - - ++
Enterobacter sp 98 58.7 47.5 - - +
Bacillus sp 97 40.57 30.33 + - +
Pseudomonas sp 99 32.13 38.2 - + +
Thalassospira sp 95 7.55 71.19 + - +

Capacidad de produccion de BS de cepas marinas
Las cepas aisladas de los consorcios estudiados no mostraron una produccion significativa

de BS en comparacion con la mezcla de microorganismos presentes. La amplia variedad de tipos
de BS, vias biosintéticas y mecanismos reguladores afecta directamente la produccién de BS, ya
gue estan influenciados por las respuestas al estrés, la privacidon de nutrientes o como respuestas

de deteccidn de quérum.
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Existen numerosas razones potenciales por las que algunos organismos no se han logrado
aislar, o por qué algunos organismos se pueden crecer en algunas circunstancias pero no en otras,
a pesar de que estan presentes en el cultivo inicial. Puede ser por una dependencia de un
compuesto no suministrado o una combinacién de compuestos, los umbrales de concentracion
especificos de los compuestos o un requisito especial para la selecciéon. También hay evidencia
de que muchos taxones estan inactivos y se pueden cultivar después de la liberacion estocastica
de la latencia. Esto puede evitar el aislamiento de ciertos taxones que siempre son bajos en
abundancia, o aquellos que no han alcanzado este umbral en el tiempo asignado(Henson et al.,

2016).

Se ha reportado que las cepas aisladas pertenecientes a los diferentes géneros producen
metabolitos secundarios de interés. Por ejemplo, Idiomarina generalmente se aisla a
profundidades superiores a 800 m (Song et al., 2013) y produce lipasas. Las lipasas tienen diversas
aplicaciones industriales que van desde el uso en la fabricacion de detergentes y papel hasta la
produccién de lipidos estructurados, biodiesel y BS (Li et al., 2014; Li & Yu, 2014). Enterobacter
es una cepa productora de BS que presenta actividad bajo condiciones extremas de temperatura
y salinidad. Se ha demostrado que las BS producidas por Enterobacter tienen efectos sobre la
recuperacién mejorada de petroleo cambiando las condiciones de humectacién en una
recuperaciéon favorable (Hajibagheri et al., 2018). Bacillus produce uno de los biosurfactantes
mas efectivos y potentes, surfactina, un tipo de lipopéptido. Bacillus subtilis, Bacillus mojavensis,
Bacillus pumilus, Bacillus licheniformis y Bacillus amyloliquefaciens pueden sintetizar surfactina.
Se ha reportado que algunas cepas de Bacillus reducen el ST de 72 a 27 mN m™ durante la
fermentacion (Heryani & Putra, 2017a, 2017b). Se sabe que las Pseudomonas producen
glucolipidos con una fuerte actividad emulsionante, y pueden reducir la tension superficial del
agua a menos de 30 mN m™. Por lo tanto, estos géneros son candidatos prometedores para la
comercializacién de productos industriales y en la biorremediacién. Finalmente, Thalassospira es
un género que se cred recientemente en 2002, y actualmente tiene 8 especies con nombre valido
gue pertenecen a la familia Rhodospirillaceae. Hay un reporte de una cepa Thalassospira como
productora de lipasa (Kai & Yan, 2016), y otra para la biodegradacién del petréleo crudo (Rizi et

al., 2017). Se sabe que K posee potentes enzimas oxidantes, e incluso se ha reportado que ciertas
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especies degradan compuestos como los hidrocarburos poliaromaticos (HAP) y los alcoholes

polivinilicos (PVA) (Nogi et al., 2014).

De las cepas obtenidas se continuaron los estudios de produccién de biosurfactante en
fermentador para elucidacién de estructuras con Staphilococcus sp y de estudios de

biodegradacién con Sphingomonas sp.

8.5 Conclusiones

Se han identificado por 16s a 13 géneros de bacterias.

Los géneros identificados corresponden a productores de biosurfactantes y biodegradadores de

hidrocarburos.

La actividad biosurfactante que se encuentra con la presencia de consorcios es diferente
cuando se encuentran cepas aislada, lo que indica que existe una sinergia en la produccién, o

bien, se producen familias de biosurfactantes que mejoran esta actividad.
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Capitulo 9. Produccién de biosurfactantes

9.1 Produccién y optimizacién

En muchos casos, los organismos producen biosurfactantes a partir de hidrocarburos
insolubles en agua u otros sustratos hidrofobos tales como acidos grasos y aceites vegetales
(Ferraz et al., 2002; Haba et al., 2000). De las diferentes especies de bacterias que producen
biotensioactivos las mas eficientes son Pseudomonas sp. (ramnolipidos; glicolipidos);

Rhodococcus sp. (trehalolipidos; glicolipidos) y Bacillus subtilis (surfactina; lipopéptido).

A pesar de las caracteristicas favorables para el medio ambiente de mayor
biodegradabilidad, baja toxicidad, mejores propiedades de formacidn de espuma en
comparacion con sus homdlogos quimicos sintéticos, la comercializacién de estos
biosurfactantes microbianos no ha tenido gran impacto debido en gran parte a sus costos de
produccién. En la actualidad los costos de produccidon de la mayoria de los biosurfactantes no
compiten con los surfactantes quimicos. Se plantean diferentes estrategias para hacer el proceso
mas rentable donde se incluye: 1) desarrollo de los bioprocesos mas eficientes, incluyendo la
optimizacidon de las condiciones de fermentacion y los procesos de purificacién, 2) uso de
sustratos baratos y de desecho (Raza et al., 2009; Thavasi et al., 2007, 2008), 3) desarrollo de

cepas superproductoras (figura 35).

Las propiedades antimicrobianas han afiadido un mayor interés en la elaboracién de
mayores ensayos de produccion. Sin embargo, las investigaciones relacionadas a la produccién a
gran escala se limita principalmente a los microorganismos Pseudomonas, Bacillus y Candida

(Mukherjee et al., 2006).
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Figura 35. Diferentes estrategias de reduccién de costos de produccion de biosurfactantes.

Se han utilizado subproductos industriales en la produccién de biosurfactantes como
aceite de cacahuate, residuos de refineria y licor de maiz como sustratos en la produccién de
glicolipidos por Candida esférica, jugo de manzana para la Pseudomona aeruginosa. Otros
sustratos como barras de jabdn, aceite de frituras y aceite de motor se han utilizado pero con
limitaciones debido a la necesidad de un procesamiento de purificacion mas costoso. El glicerol
gue viene como subproducto del proceso del biodiesel se ha estudiado como materia prima para

la elaboracion de biosurfactantes (Zheng et al., 2008).

Los disefos experimentales tienen gran aplicacidn para la optimizacidn de la produccion
de tensoactivos. Metodologias de superficie de respuesta se han reportado para la las cepas de
Rhodococcus spp. creciendo en hexadecano, Gordonia sp. en la produccién de glicolipidos,
Bacillus circulans optimizando las condiciones de cultivo (Franzetti et al., 2009; Mutalik et al.,
2008; Pal et al., 2009; Sivapathasekaran, Mukherjee, Ray, et al., 2010), también pueden existir
un aumento significativo en el rendimiento desarrollando nuevos dispositivos de control, como

el control de oxigeno (Kronemberger Fde et al., 2008).

El proceso de purificacidon representa la mayor parte del mayor costo total de un producto
biotecnoldgico. Las técnicas de aislamiento mas comunes para biosurfactantes utilizan la
precipitacion, extraccidon con disolventes y purificacién cromatografica. Los biosurfactantes de
bajo peso molecular implican una etapa de purificaciéon opcional y el uso de diferentes solventes
organicos de acuerdo a la hidrofobicidad y al BHL de los compuestos. Los ramnolipidos

generalmente se precipitan por acidificacién y se extraen utilizando acetato de etilo, los
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soforolipidos se extraen normalmente con n-hexano, mientras que para los trehalolipidos se
utiliza una mezcla cloroformo-metanol. El metanol también se utiliza como disolvente para la
extraccion de lipopéptidos después de una precipitacién por acidificacion. Los biosurfactantes de
alto peso molecular generalmente se extraen del caldo de cultivo por precipitacion con sulfato
de amonio y purificacién por didlisis (Smyth et al., 2010). El costo de estos tratamientos impide
el escalamiento a nivel industrial. Por estas razones las investigaciones se dirigen hacia el

desarrollo de la extraccién a bajo costo.

Con respecto al desarrollo de cepas productoras, la manipulacién genética sigue siendo
limitada, la mayoria de los estudios se dirige a cepas de Pseudomona aeruginosa debido en parte
a su potencial y al conocimiento mas detallado de su genoma. La mutagénesis aleatoria se ha
empleado usando rayos gamma o N-metil-N’-nitrosoguanidina se ha reportado que aumenta la

produccién de ramnolipidos en comparacion de cepas silvestres (Mukherjee et al., 2006).

9.3 Preparacion de indculos y condiciones de cultivo

El indculo se prepara en matraces de 100 mL conteniendo inicialmente 108 UFC mL! y se
cultiva en agitacién orbital (150 rpm) a 28° C por 4 dias. El medio de cultivo contiene 2 % de
glicerol, 0.5 % de peptona, y 3% de extracto de levadura preparado en agua de mar artificial

(Khopade et al., 2012).

9.4 Produccidn de biosurfactante

La produccion del biosurfactante se llevara a cabo en un fermentador de 10 L con el medio
de cultivo seleccionado con un volumen de trabajo de 5 L. A pH 7, temperatura de 30°C y
agitacion constante de 200 rpm durante 96 horas. Posteriormente, los cultivos celulares se

centrifugaran para la separacién de la biomasa y el sobrenadante.

El caldo de cultivo es centrifugado (10000 rpm, 20 min, 4 °C) para remover células y poder ser
utilizado en las recuperacion mejorada de petrdleo. De igual forma al sobrenadante libre de

células se le determinara la tension superficial y el indice de emulsién.
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Esta cepa MC1DM fue crecida en el medio mineral MM1 y con sacarosa como fuente de
carbono. Los resultados del crecimiento y de la disminucidn de la Tensidn superficial se presentan

en la figura 36.
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Figura 36. Cinética de crecimiento y disminucién de la tensidn superficial para la cepa aislada del consorcio
obtenido de la estacion 1 — Maximo clorofila. MC1DM. En fermentador de 2 L.

Se puede observar que a diferencia de los experimentos en matraces, se ve una
disminucion de la tensién superficial desde los primeros dias de incubacion hasta llegar a un valor
minimo de 39 mN/m a los 6 dias de incubacién. Con respecto al crecimiento se observa una
etapa de adaptacion hasta el tercer dia, posteriormente la biomasa se incrementa hasta alcanzar

la fase estacionaria a partir del sexto dia, que corresponde con el menor valor de la TS.
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Capitulo 10. Biodegradacion de hidrocarburos

Biodegradacion de Hidrocarburos por consorcios que presentan actividad biosurfactante
aislados de la columna de agua y sedimentos durante las campaiias de Metagenémica (2016 y
2017)

Los consorcios que fueron seleccionados por presentar actividad biosurfactante fueron capaces
de degradar petréleo crudo como Unica fuente de carbono (0.1 %; BACAF) a 4 2C en periodo de
24 y 36 meses.

Los resultados de la actividad biosurfactante (rTS y IE2an) ¥ porcentaje de biodegradacién de 15
consorcios se presentan en las tablas 1 (Campafia Met-02-Abril-2017) y Tabla 2 (Campafia MMF-
01-abril-2016). Asimismo, se presentan en las figuras 1-15, de los perfiles de degradacién de
petrdleo crudo para los 15 consorcios, 6 consorcios (Campafia Met-02-Abril-2017) y 9 consorcios
(Campaiia MMF-01-abril-2016), con sus respectivos controles abidticos.

Tabla 1. Resultados obtenidos de la actividad biosurfactante y biodegradacion de HTP de los consorcios aislados a
diferentes profundidades de la columna de agua y sedimento de las zonas del Cinturén Plegado de Perdido y de
Coatzacoalcos en el Golfo de México.

Consorcio % Reduccién de la Tension % Emulsion % Biodegradacién
Superficial normalizada (1E24n) * HTPs (Area-CG-IF)

A2MF 434 62.6 35.62

A2MO 88.1 27.32 36.07

A4MF 43.75 51.44 15.71

C12MF 21.8 45.03 24.09

Cl4F 85.6 ND 18.45

C14MO 86.9 46.61 40.66

*(Petrdleo Bacaf (0.1 %) +MM después de 24 meses a 4 °C). Campaiia Oceanografica Met-02 (Abril 2017).MF: Max Fluorescencia;
MO: Min Oxigeno; F: Fondo y Sed: Sedimento. Zonas de muestreo del Cinturén Plegado de Perdido: Ay B. Zonas de muestreo de
Coatzacoalcos: Cy D. MM: Medio Marino; ND: No Determinada.

En las condiciones mencionadas anteriormente, se observa que los consorcios obtenidos de la
Campafia 2017, fueron capaces de degradar el crudo desde 15 a 40 %, en todos los cultivos se
observo actividad biosurfactante/emulsificante. Aunque no se observé una correlacién en todos
los casos. El mayor porcentaje de biodegradacion fue observado cuando el porcentaje de
reduccion de la tensidn superficial e indice de emulsion fueron mayores. Los perfiles obtenidos
indican que la fraccion mds degradada fue la fraccién alifatica en 24 meses (figura 7-15). Para
demostrar la biodegradacion de ésta fraccidn serd necesario realizar el fraccionamiento del
hidrocarburo remanente.
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Campaia Oceanografica Met-02 (Abril 2017)
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Figura 1. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 24 meses de tratamiento.
(A) Control abidtico y (B Consorcio A2MF (Max Fluorescencia) obtenido de la zona del Cinturdn Plegado de Perdido,
Golfo de México. Petréleo crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Figura 2. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 24 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B Consorcio A2ZMO (Min Oxigeno) obtenido de la zona del Cinturén Plegado de Perdido, Golfo de México.
Petrdleo crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Figura 3. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 24 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B Consorcio A4MF (Max Fluorescencia) obtenido de la zona del Cinturén Plegado de Perdido, Golfo de
Meéxico. Petrdleo crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Figura 4. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 12 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B Consorcio C12MF (Max Fluorescencia) obtenido la zona de Coatzacoalcos, Golfo de México. Petréleo
crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.

81



Biodegradacion

FID1A, (CIGOM\CAMPARNAS\11041916.D)

counts 7
100000 ;
o000 | Control abidtico
] Petréleo crudo Bacaf 0.1 %
60000 ;
40000 ;
20000 ; \WLJ M\MU

I
0 T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 mi
FID1A, (CIGOM\CAM PANAS\11041917.D)
counts |
100000 —
80000 —
60000 —
40000 —
20000 —
T
0 T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 mi

Figura 5. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 24 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B Consorcio C14F (Fondo) obtenido de la zona de Coatzacoalcos, Golfo de México. Petréleo crudo Bacaf
0.1 %, incubacién a 4°C.
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Figura 6. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 24 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B Consorcio C14MO (Min Oxigeno) obtenido de la zona de Coatzacoalcos, Golfo de México. Petrdleo

crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Campaia Oceanografica MMF-01 (Abril 2016)

Tabla 2. Resultados obtenidos de la actividad biosurfactante y biodegradacién de HTP de los consorcios aislados a
diferentes profundidades de la columna de agua y sedimento de las zonas del Cinturén Plegado de Perdido y de
Coatzacoalcos en el Golfo de México.

Consorcio % Reduccidén de la Tension % Emulsion % Biodegradacién

Superficial normalizada (1E12n) * HTPs (Area-CG-IF)
A3MO 59.32 314 76.73
A3F 18.71 ND 73.12
AdMF 60.02 44.1 76.60
B6F 26.72 56.60 74.70
B7MF 4.54 ND 77.90
B7F 14.0 47.81 66.22
C14MF 17.05 ND 81.61
C14Sed 64.03 33.15 76.28
D16Sed 52.35 50.37 69.85

*(Petrdleo Bacaf (0.1 %)+ MM después de 36 meses a 4 °C. MF: Max Fluorescencia; MO: Min Oxigeno; F: Fondo y Sed: Sedimento.
Zonas de muestreo del Cinturédn Plegado de Perdido: A y B. Zonas de muestreo de Coatzacoalcos: Cy D. MM: Medio Marino;
ND: No Determinada

Para el caso de los consorcios obtenidos en la Campafia 2016. En las mismas condiciones
mencionadas anteriormente, se observa que los consorcios fueron capaces de degradar el crudo
desde 66 a 81 %, en todos los cultivos se observo actividad biosurfactante/emulsificante. Aunque
no se observé una correlacion en todos los casos. El mayor porcentaje de biodegradacién fue
observado cuando el porcentaje de reduccién de la tensidén superficial y indice de emulsion
fueron mayores. Los perfiles obtenidos indican que las fracciones alifatica y aromatica fueron
degradadas en un periodo de 36 meses (figura 7-15). Para demostrar la biodegradacion de ambas
fracciones serd necesario realizar el fraccionamiento del hidrocarburo remanente.
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Figura 7. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 36 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B) Consorcio A3MO (Minimo de Oxigeno) obtenido de la zona del Cinturén Plegado de Perdido, Golfo de
Meéxico. Petrdleo crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Figura 8. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 36 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B Consorcio A3F (Fondo) obtenido de la zona del Cinturdn Plegado de Perdido, Golfo de México. Petréleo
crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Figura 9. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 36 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B) Consorcio AAMF (Max Fluorescencia) obtenido de la zona del Cinturdn Plegado de Perdido, Golfo de

Meéxico. Petrdleo crudo Bacaf 0.1 %, incubacién a 4°C
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Figura 10. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 36 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B) Consorcio B6F (Fondo) obtenido de la zona del Cinturdn Plegado de Perdido, Golfo de México. Petrdleo

crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Figura 11. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 36 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B) Consorcio B7MF (Max Fluorescencia) obtenidos de la zona del Cinturdn Plegado de Perdido, Golfo de

Meéxico. Petrdleo crudo Bacaf 0.1 %, incubacién a 4°C.
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Figura 12. Perfiles

Petrdleo crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.

cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 36 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B) Consorcio B7F (Fondo) obtenidos de la zona del Cinturén Plegado de Perdido, Golfo de México.
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Figura 14. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 36 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B Consorcio A3F (Fondo) obtenido de la zona del Cinturdn Plegado de Perdido, Golfo de México. Petréleo

crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Figura 13. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 36 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B Consorcio C14 Sed (Sedimento) obtenido de la zona de Coatzacoalcos, Golfo de México. Petréleo crudo
Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Figura 15. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de HTP después de 36 meses de tratamiento. (A) Control
abidtico y (B Consorcio D16Sed (Sedimento) obtenido de la zona de Coatzacoalcos, Golfo de México. Petréleo crudo
Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Biodegradacion de las fracciones alifaticas, aromaticas, resinas y asfaltenos por consorcios que
presentan actividad biosurfactante aislados de la columna de agua y sedimentos durante las
campanas de Metagenomica (2016 y 2017)

Se seleccionaron dos tratamientos de cada campafia para realizar fraccionamiento SARA vy
conocer porcentajes de degradacion correspondientes (tabla 3). Los perfiles obtenidos de la
fraccion alifatica y aromatica se muestras en las figuras 16-23.

Tabla 3. Porcentajes de degradacion de las fracciones (SARA) de diferentes tratamientos de las campafias 2016 y
2017.

Consorcio Acslr;tt:‘c’c') A2MF C14MO A4MF C14SED
Fraccion % % % % %
Degradados 0 29.88 26.10 70.78 78.42
Saturados 35.97 31.93 29.78 8.44 6.60
AlkilAromaticos 25.25 6.57 10.99 2.98 1.54
Resinas no acidas 4.60 6.21 7.05 2.32 1.25
Resinas acidas 13.10 8.31 7.28 3.30 3.21
Remanente 4.62 3.14 431 1.47 1.10
Asfaltenos 16.46 13.97 14.49 10.71 7.88
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Figura 16. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de Alifaticos después de 24 meses de tratamiento. (A)
Control abidtico y (B) Consorcio A2MF obtenido de la zona de Perdido, Golfo de México. Petréleo crudo Bacaf 0.1 %,
incubacion a 4°C.
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Figura 17. Perfiles cromatogréficos (CG-IF) del contenido de Alifaticos después de 24 meses de tratamiento. (A) Control abidtico

y (B) Consorcio C14MO obtenido de la zona de Coatzacoalcos, Golfo de México. Petréleo crudo Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Figura 18. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de Alifaticos después de 36 meses de tratamiento. (A)
Control abidtico y (B) Consorcio AAMF obtenido de la zona de Perdido, Golfo de México. Petrdleo crudo Bacaf 0.1 %,

incubacion a 4°C.
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Figura 19. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de Alifaticos después de 36 meses de tratamiento. (A)
Control abidtico y (B) Consorcio C14Sed obtenido de la zona de Coatzacoalcos, Golfo de México. Petrdéleo crudo
Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C
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Figura 20. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de Aromaticos después de 24 meses de tratamiento. (A)
Control abidtico y (B) Consorcio A2MF obtenido de la zona de Perdido, Golfo de México. Petrdleo crudo Bacaf 0.1 %,
incubacion a 4°C
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Figura 21. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de Aromaticos después de 24 meses de tratamiento. (A)
Control abidtico y (B) Consorcio C14MO obtenido de la zona de Coatzacoalcos, Golfo de México. Petrdleo crudo
Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Figura 22. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de Aromaticos después de 36 meses de tratamiento. (A)
Control abidtico y (B) Consorcio AAMF obtenido de la zona de Perdido, Golfo de México. Petrdleo crudo Bacaf 0.1 %,
incubacion a 4°C.
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Figura 23. Perfiles cromatograficos (CG-IF) del contenido de Aromaticos después de 36 meses de tratamiento. (A)
Control abidtico y (B) Consorcio C14Sed obtenido de la zona de Coatzacoalcos, Golfo de México. Petrdéleo crudo
Bacaf 0.1 %, incubacion a 4°C.
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Conclusiones.

La capacidad de degradacion de los hidrocarburos por las comunidades marinas se encuentra
asociada a la produccién de moléculas tensoactivas y biosurfactantes que favorecen su
biodisponibilidad. Los consorcios degradadores con capacidad de produccién de biosurfactantes
podran ser mas efectivos en los procesos de biorremediacion (Bioaumentacién). Los
biosurfactantes producidos podrdn ser utilizados como dispersantes sustituyendo a sus
contrapartes de origen bioldgico (cepas marinas) para evitar mayores dafios ecolégicos en caso

de derrames.
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Capitulo 11. Recuperacion bioldgica mejorada de petrdleo
En la recuperacion primaria y secundaria de hidrocarburos sélo cerca del 50 % puede ser
recuperado, dejando una gran cantidad de hidrocarburos en el subsuelo. La recuperacion
biolégica mejorada de petrdleo representa un posible método de recuperacidn terciaria. Aunque
la idea la de recuperacién bioldgica mejorada de petrdleo ha existido por mas de 75 afios, incluso

en estos tiempos se sabe muy poco de los mecanismos implicados (Kaster et al., 2012).

11.1 Recuperacién biolégica mejorada de petréleo en columna empacada
Para evaluar la recuperacion mejorada de petréleo con el biosurfactante obtenido
previamente se utilizard una columna empacada de arena descrita por Suthar et al. (2008). Una
columna vertical de acero inoxidable de 275 mm de didametro interior x 1650 mm de longitud. La
columna se empacard con 145 g de arena (210-1000 micras de tamano de particula). La columna
se satura con 50 mL aceite de engranajes de servicio pesado (densidad 0.918 kg L%). El potencial
del agente biosurfactante para la recuperacion de aceite se estimara mediante la adicion de 50
mL de solucidn acuosa del biosurfactante en la columna. Se medira la cantidad de petrdleo
recuperada. El experimento se llevard a cabo a 30, 50 y 70 ° C para evaluar la influencia de la
temperatura sobre la recuperacién de petréleo inducida por el biosurfactante (Seghal Kiran et
al., 2010).
7.1.1 Recuperacion en columna
i) Saturacion de la columna empacada con salmuera: A la columna empacada se le
pasara gas nitrégeno por uno de sus extremos durante 5 minutos para eliminar el
oxigeno de la columna. Posteriormente para asegurar la eliminacién de todos los
gases de la columna se detiene el flujo de nitrégeno y se aplica vacio durante dos
minutos. La columna se satura con salmuera a una presion de 100 psi. El volumen de
los poros de la columna se calculard midiendo el volumen de salmuera requerida para
saturar la columna. Posteriormente se pasaran tres volimenes de poro de salmuera
a través de la columna para asegurar su saturacion al 100% con salmuera.
ii) Saturacidon de la columna empacada con aceite: El aceite lubricante Akron Super Gear
para transmisién manual (GL-1 SAE 140) se utilizara en todos los experimentos. El

aceite se pasara por la columna de la misma forma que la salmuera hasta el volumen
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de saturacion. Como entra aceite en la columna, la salmuera serd desplazada saliendo
por la parte inferior de la columna. La Saturacién de Petrdleo Inicial (Saci) se calcula
mediante la medicién del volumen de salmuera desplazado por la saturacién de
petréleo, también llamado Aceite Original en Posicién (AcOP).

iii) Inundacién de salmuera: La columna de arena se inunda de nuevo con salmuera hasta
que no exista aceite en el efluente, a esto se le llama, Saturacién de Petréleo Residual
(Sacr). Aproximadamente de 6 a 9 volimenes de poro de salmuera son suficientes
para reducir la columna al valor de Sor. La cantidad de aceite retenido en el paquete
de arena se determina volumétricamente. La Sacr se calcula midiendo el volumen de
aceite desplazado.

iv) Inundacién del biotensoactivo/bioemulsificante: Este se realiza de manera similar a
las dos anteriores inundaciones. 0.6 volimenes de poro del
biotensoactivo/bioemulsificante se pasa a través de la columna a una velocidad de
flujo aproximadamente de 2.5 mL/min y se mantiene en reposo durante 24 h. a
continuacion, la columna se inunda nuevamente con salmuera. Los vertidos
precedentes de la columna se recogen en alicuotas de 25 mL para medir la cantidad
de aceite recuperado utilizando el BT/BE. Se realizaran por triplicado el experimento

para comprobar la eficiencia de recuperacion del aceite.
El porcentaje de recuperacién de aceite se calculd como sigue:
Volumen de Poro (PV) (mL) = Volumen de salmuera requerido para saturar la columna

Aceite Original en Posicién (AcOP) (mL) = Volumen de salmuera desplazada por saturacion

de aceite
Sacrdag (ML) = Saturacién de petréleo residual después de la inundacién de agua

Sacrdss (ML) = Petréleo recuperado después de la inundacion con el biosurfactante
e X
Saturacidn inicial de agua (SAgl-)(%) = x 100

Donde X = Volumen de poro — Volumen de salmuera recogida después de la inyeccién de

aceite

105



Extraccion mejorada

00IP
(Saci) (%) = v = 100

X
AcOP

Saturacién de aceite residual (Sy.-) (%) = %x 100

Donde Xi = AcOP — Volumen de aceite recogido después de las inundaciones de agua
Porcentaje de recuperacion de petrdleo en la extraccién mejorada

Aceite recuperado usando el biosurfactante
(EOR)(%) = +— : — X 100
Aceite en la columna despues de la inundacion con agua

.\
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Precolumna para
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Figura 13. Columna empacada para la extraccién mejorada de petrdleo.

11.2 Purificacion de biosurfactantes

El biosurfactante se recuperara por precipitacién acida (llori et al., 2005), para purificar el
componente activo, el extracto concentrado se hace pasar por una columna cromatografica
conteniendo silica gel de fase reversa (60-120 mesh) utilizando metanol 100 % como fase movil

a 1 mL/min en un cuarto frio. Se colectaran fracciones de 10 mL y se medira densidad dptica a
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280 nm usando un espectro UV-VIS. La presencia del biosurfactante se confirmara con el indice

de emulsién, y la pureza se determinara por TLC.

11.3 Caracterizacion fisico-quimica de biosurfactantes producidos por las cepas
aisladas

11.3.1 Concentracion micelar critica
El extracto purificado de disolverd en agua destilada a diferentes concentraciones (0—

1000 mg LY), la tensidn superficial de las diferentes soluciones se medira usando el tensiémetro
para determinar la concentracion micelar critica. La CMC se determinara graficando la tensién
superficial en funcién de la concentracidn del biosurfactante. Posteriormente, se evaluardn la
tensién superficial y estabilidad de la emulsidn (E24), en un rango de temperaturas de 20 a 100 °C
por calentamiento durante una hora; rango de pH 2-12 con la adicion de NaOH o HCI (1 mol L);

y sal (NaCl) a concentraciones de (5-25 % p/v) (Khopade et al., 2012; White et al., 2013).

11.3.2 Tension superficial e indice de emulsion
Las propiedades emulsionantes de los compuestos biosurfactantes se determinaran

mediante la dispersion de 100 uL de diesel en 7.5 mL de buffer Tris-MgSOa4 pH 7.0 en presencia
de 500 pL de cada sobrenadante. Estas mezclas de diesel:buffer:sobrenadante se agitaran
vigorosamente durante 30 s a temperatura ambiente y se dejardn reposar durante 2 min.
Posteriormente, el grado de dispersiéon del diésel se estimard a partir de los valores de
absorbancia a 620 nm. Mezclas similares de diesel:solucién amortiguadora y medio de cultivo se
preparardn como blancos. Para otros analisis, 15 mL de cada sobrenadante de las cepas se
mezclaran con 15 g de 16° o0 25° API de petréleo crudo en tubos de plastico tapados durante 60
s. La calidad de la emulsién de petréleo en agua se determinard visualmente. Ademas, las
emulsiones se dejaran en reposo durante 24 h, con el fin de determinar la estabilidad de estas
emulsiones. Estas emulsiones estables se utilizardan para los analisis de la viscosidad. Cada
emulsidn se agitard manualmente durante 60 s y su viscosidad se determinard durante 30 s con
un viscosimetro de Ostwald comparandose con la del agua destilada. Todos los ensayos se

realizardn por triplicado a temperatura ambiente (Bozo-Hurtado et al., 2012).
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11.3.3 Andlisis por HPLC del extracto purificado
La fracciéon generada por columna se secara bajo corriente de nitréogeno y posteriormente

se resuspendera en metanol y se analizard en el equipo de HPLC. Muestras de 5 plL serdn
inyectadas en una columna de fase reversa Cis, usando como fase mévil 4 mmol L de acetato
de sodio:acetonitrilo, se utilizard un gradiente de 5 % a 100 % acetonitrilo durante un periodo de

55 min con un flujo de 1 mL min'! (White et al., 2013).

11.3.4 Composicion y andlisis del biosurfactante producido
El contenido total de carbohidratos se determinard por el método de fenol-acido sulfurico

usando glucosa como estandar (DuBois et al., 1956), el contenido de proteina se determinard por
el método de Lowry (Lowry et al., 1951), y el contenido total de lipidos se determinara por

estimacidn gravimétrica (Lotfabad et al., 2009).

11.3.5 Andlisis de la composicidn de dcidos grasos en los biosurfactantes
La composicién de los acidos grasos se determinard mediante la conversién de metil

ésteres de acidos grasos (FAMEs) y analizadas por cromatografia de gases. Se adicionard acido
nonadecandico como estandar interno al extracto para la digestién acida, los dcidos grasos serdn
convertidos directamente a metil ésteres con la adicion de 1 mL de una mezcla de esterificacion
(95:5 v/v 3 N HCl metandlico:2,2-dimetoxypropano) seguido de una incubacién a 90 ° C por una
hora. Después del enfriamiento, los FAMEs seran recuperados con la adicion de 1 % p/v de NaCl
(1 mL) y n-hexano (1 mL) y se agitara en un vortex. La capa superior de hexano con los FAMEs se
inyectard directamente en un GC-FID equipado con una columna tipo WAX (White et al., 2013).
11.3.6 Actividad antimicrobiana

Al biosurfactante crudo se le determinard la actividad antimicrobiana por el método de
difusidn (Joshi et al., 2008) , y se calculara el drea de la zona de inhibicion. Los biosurfactantes
seran probados contra cepas patdgenas origen clinico: Escherichia coli, B. subtilis, Pseudomona

aeruginosa, Staphylococcus aureus y Candida albicans (Seghal Kiran et al., 2010).
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12. Conclusiones Generales

Se obtuvieron 28 aislados de sedimentos marinos del estuario de Coatzacoalcos, de los cuales se

encontraron dos hongos y 26 bacterias.

De los aislados obtenidos se encontraron 8 con actividad hemolitica, de los cuales el aislado 6a

fue el que presentd mayor actividad.

El protocolo planteado para la seleccion de bacterias productoras de biosurfactantes arrojo como
bacteria potencial productora a la 6a, sin embargo, los cultivos con menores resultados pueden

aun ser analizados por otras técnicas como difusién en placa de aceite y prueba de swarming.

La relacidn concentracidn de biosurfactante — hemolisis/tensidn superficial debe ser analizada
en la seleccién de un mejor medio de cultivo para aumentar la concentracién del biosurfactante

y poder realizar una caracterizacién del mismo.

El medio de cultivo seleccionado para enriquecer las poblaciones microbianas debera contener
fuentes de carbono hidrofébicas para dirigir la seleccién a microorganismos productores de

biosurfactantes.

El aislado 6a crecido en medio MS bajo la tensién superficial a 37.2 mN m™ en 4 dias de
incubacidn, este mismo aislado presentd un indice de emulsién de 36 % y dio positivo a la prueba

de colapso por gota.
Este aislado serd utilizado para identificacién y produccion de biosurfactantes en fermentador.
Se han identificado por 16s a 13 géneros de bacterias.

Los géneros identificados corresponden a productores de biosurfactantes y biodegradadores de

hidrocarburos.

La actividad biosurfactante que se encuentra con la presencia de consorcios es diferente
cuando se encuentran cepas aislada, lo que indica que existe una sinergia en la produccién, o

bien, se producen familias de biosurfactantes que mejoran esta actividad.
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La capacidad de degradacién de los hidrocarburos por las comunidades marinas se encuentra
asociada a la produccion de moléculas tensoactivas y biosurfactantes que favorecen su
biodisponibilidad. Los consorcios degradadores con capacidad de produccién de biosurfactantes
podran ser mas efectivos en los procesos de biorremediaciéon (Bioaumentacién). Los
biosurfactantes producidos podran ser utilizados como dispersantes sustituyendo a sus
contrapartes de origen bioldgico (cepas marinas) para evitar mayores dafios ecolégicos en caso

de derrames.
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Anexos

Capitulo 14. Métodos analiticos

14.1 Actividad hemolitica

Los aislados se creceran en placas de ANM como medio base, suplementadas con 5 % (v/v)
de sangre incubadas a 28°C por 48 horas. La actividad hemolitica serd detectada por la presencia
de un halo claro alrededor de la colonia. El diametro de las zonas claras depende de la

concentracion de biotensoactivo. (Carrillo et al., 1996; Youssef et al., 2004).

Observando los halos hemoliticos alrededor de las colonias se determina el tipo de hemdlisis que

posee:

ou: lisis parcial de los glébulos rojos. Se observa un halo de color verdoso alrededor de la colonia
en estudio. Es debido a la oxidacion de la hemoglobina a metahemoglobina (compuesto de color

verdoso) por el perdxido de hidrégeno generado por los microorganismos.

B: (hemolisis completa) destruye por completo los eritrocitos. Se observa un halo claro, brillante

alrededor de la colonia en estudio.

y: ausencia de lisis de los glébulos rojos. El medio de cultivo no presenta modificaciones de color

y aspecto alrededor de la colonia en estudio.

14.2 Colapso de gota

Para este método se utilizan placa de poliestireno de 96 pozos, antes de usarse se lavan
tres veces con agua destilada caliente, posteriormente etanol y finalmente con agua destilada y
se deja secar. Una vez que estén listas se utilizan tanto para los ensayos cualitativos y

cuantitativos.

Para la prueba cualitativa, se afiade 1.8 pL de aceite Castrol 10W-40 en un pocillo de una
placa de Elisa. Esta se equilibra por 24 horas a temperatura ambiente para asegurar la
uniformidad del aceite. Para la prueba cuantitativa, se afladen 2 uL de aceite mineral y se deja

equilibrar por dos horas.

Para ambas pruebas se coloca una alicuota de 5 pL de sobrenadante del medio de cultivo

libre de células la superficie del aceite con una jeringa Hamilton de 25 pL. La jeringa se lava tres
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veces con agua y una con acetona. Para la prueba cualitativa la forma de la gota se inspecciona
después de 1 min, la forma plana o difusa indica la presencia del biotensoactivo mientras que las
gotas redondeadas se evalian como negativos indicando la falta de produccion del tensoactivo
(Rosas-Galvan, 2011; Youssef et al., 2004). Para la prueba cuantitativa se prepara una curva de

calibracién con SDS a diferentes concentraciones.

La observacién de esta prueba se realizd en un microscopio estereoscdpico marca Leica a

una magnificacién de 12.5X.

Para la prueba cualitativa se prepararon diferentes concentraciones de SDS (0, 1, 2, 3,4y
5 mM), Bodour (1998) reporta hasta concentraciones de 8 mM en la realizacién de esta curva de
calibracion, en las pruebas que se realizaron en el laboratorio encontramos que la concentracion
de 6 mM en pocos segundos la gota se colapsa por lo que se descartd para la realizacion de esta

curva. Ademas de hizo un ajuste en volumen depositado de 5 a 3 plL de solucion.

En la figura 14 se muestran los incrementos de volumen de esta curva de calibracién

donde en la primer figura se muestra como control al agua destilada.

Figura 14. Imagenes de la curva de calibracion por la prueba de gota en aceite.

En la figura 15 se muestra la curva de calibracion obtenida, se observa que 3 plL forman
una gota bien definida de 2.4 mm y conforme incrementa la concentracidn de SDS se va

expandiendo hasta 3.5 mm de diametro.
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3.5 4

1.5 A
y=0.2272x +2.2924

1 4 R2=0.9771

Diametro de la gota (mm)

0.5 A

Concentracion de SDS (mM)

Figura 15. Curva de calibracion de SDS en la prueba de gota de aceite.

14.3 Difusién de aceite

Para esta técnica se afladen 50 mL de agua destilada en una caja de Petri de 25 cm de
didmetro, seguido de la adicién de 20 pL de petrdleo crudo a la superficie del agua. 10 uL de
sobrenadante se afiaden a la superficie del aceite. El didmetro de la zona clara sobre la superficie
del aceite se mide y se relaciona con la concentracion del biosurfactante mediante el uso de una
curva estandar preparada con un biotensoactivo disponible comercialmente, a concentraciones

que varian de 50 a 2000 mg L. Se determinaran los didmetros de muestras por triplicado.

14.4 Tension superficial

Esta se mide por el método del anillo de Du Nouy, para las cepas que muestren tanto
resultados positivos como negativos con cualquiera de los tres métodos anteriores. El agua
destilada e isopropanol se utilizan como estdndares. Para la realizacién de esta técnica utilizan 2
mL del sobrenadante previamente equilibrados durante 15 min en una caja de Petri pequeia
antes de realizar la medicion por triplicado (Rosas-Galvan, 2011; White et al., 2013; Youssef et al.,

2004).

14.5 (ndice de emulsién
Esta prueba consiste en formar una mezcla homogénea de dos liquidos inmiscibles, en

este caso el agua que contiene al dispersante (biosurfactante), y un liquido que es dispersado
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(diafano), estos liquidos son mezclados para formar una emulsién y poder ser medida. Para
formar esta mezcla se prepara una solucién de en un tubo de ensaye de 16X150 mm conteniendo
6 mL de diafano y 4 mL de sobrenadante de un cultivo libre de células. La solucién se mezcla
vigorosamente en un vortex durante 60 segundos. La emulsién es medida 24 h después de haber

preparado la mezcla segun la formula siguiente:

altura de la zona emulsionada

altura del liquido total
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