UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

TESIS

EFECTO DEL FLUJO DE AEREACION EN LA PRODUCCION DE
BIOSURFACTANTE A NIVEL REACTOR UTILIZANDO UN
MICROORGANISMO AEROBIO

QUE PRESENTA:

ALFREDO CARRASCO MONTES DE OCA

PARA OBTENER EL TiTULO DE INGENIERO QUIMICO

DIRECTOR DE TESIS:

DRA. PATRICIA OLGUIN LORA

INSTITUTO MEXICANO DEL PETROLEO

CIUDAD DE MEXICO, DICIEMBRE 2019



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

DEDICATORIAS

Este trabajo esta destinado a mi madre ya que con su inmensa ayuda y su
infinito amor estuvo pendiente en cada paso de mi vida.

A mi padre por dejarme concluir mis estudios.

A mi hermano al animarme en la realizacion de este trabajo, por su insistencia en
terminarlo.

A mi esposa Fabiola por estar ahi, siempre conmigo, por esos momentos que
hemos pasado juntos, las lecciones de vida que hemos aprendido y por la familia

que hemos formado al lado de nuestro hijo Benjamin.

Alfredo Carrasco Montes de Oca



W 7
oS5 % —

(&

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

AGRADECIMIENTOS
A Dios por permitirme a llegar a esta etapa de mi vida y por guiarme en mi
camino.

A mi directora de tesis la Dra. Patricia Olguin Lora por brindarme su apoyo
confianza paciencia, tiempo y dedicacion en la direccion de esta investigacion.

Al Instituto Mexicano del Petréleo por darme una oportunidad para realizar mi
tesis en sus instalaciones.

A mis sinodales por entregarme sus valiosas horas de su tiempo, y sus
conocimientos para asi poder concluir este trabajo.

A la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza y a sus catedraticos por
compartir sus conocimientos conmigo.

A la Universidad Nacional Autbnoma de México por permitirme ser un integrante
mas de esta gran familia.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

Este trabajo fue realizado dentro de las actividades del proyecto D.60012
“‘Estudio de biomoléculas modificadoras de las propiedades reoldgicas en
aceites crudos pesados; su produccion y caracterizacion”, adscrito a la gerencia
de Ingenieria de Recuperacion Adicional, en las Instalaciones del Instituto
Mexicano del Petréleo, bajo la direccion de la Dra. Patricia Olguin Lora.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

iNDICE
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt e etesteeae et e eteatesteanaeeeareaneaneas I
([N oIl = = 7Y = 3 1
L-RESUMEN ...ttt ettt ettt e et et e et et e et e eteete et et e eteeteeseeteeaearaareeeesteareareanens 1
| N =010 10 ol [0 ] T 3
2.1.-Surfactantes 0 tENSOACTIVOS. ......u it eeeei e e et e e e e e e etat s s e e e e eeeeaaneaaaaeeeeeeennnes 4
2.2.- Surfactantes QUIMICOS ........covviiiiiiiiiiieeee e 4
2.3.- Biosurfactantes 0 Agentes BiOIOGICOS. .........ciii i 5
2.3.1.-Produccion de biosurfactantes por miCroorganiSmMOS. ............eeeeeeeriiiiiireeeeeeeeeerainennes 5
2.3.2.- Clasificacion de 10s Biosurfactantes ............ccoovvvviiiiiiiiiiiiieeee 7
2.3.3.- Ventajas de los de Biosurfactantes sobre los surfactantes quimicos.................cc........ 7
2.3.4.-Aplicacion de 10S bioSUIfaCtantes. ...........uuciiiiiiiiiiece e 8
2.4.-Factores que afectan la produccion de los biosurfactantes ...........ccccccvviiieeiiienniiniinnee. 10
2.4.1.-Fuente de CarbON0..........cooiiiiii 10
2.4.2.-FUENLE A NIITOGENO .....eeeiiiie ittt e e e e e st e e e e e e e e anneenees 10
2.4.3.-FUENLE A OXIGENO ... etieiiiiieee ittt e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e anneeenes 11
2.4.4.-Fuentes de Macro Y MICTONUIIENTES . .....uuuii i e e et eee e eetee e e e e e e eeeeeeneees 11
2.6.- Parametros para establecer la efectividad de un Biosurfactante ...........cccccccevvvvvvveenn, 12
2.7.-TeNSION SUPEITICIAL ....uuiiieiiieeee e e e e e e e e e et e e e e e e aeanees 13
2.8.-TensiOn interfacial ..............oovviiiiiiie 13
2.9.- Concentracion micelar Critica (CMC) .......uuiiiii i e eaeees 13
2.10.-Reactores biol0giCOS (BIOrEACIOIES) ......cceiiiiiiiiiiiiiee e ettt a e e e 14
S.-ANTECEDENTES ...ttt e e e ettt a e e e e e ettt e e e e e e e s s e nstnaaaaaeeeeeeannnnnnnes 15
4.-JUSTIFICACION ..ottt ettt ettt ettt re s se et nserene s 18

B.mOBUIETIVOS ..ot e e et e et aaaeenene 19



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

5.1.-0ODJELIVO GENETAI ......cciiiiiiiiiiiee e 19
5.1.1.-ODbjetivos PArtiCUIAIES ........cvvuiiii e e e e e e e e et e s e e eaeeeaenes 19
B.2.-HIPOLESIS ...ttt e et et e e e e et e e e e e e e e neneees 19
B.-METODOLOGIHA. ...ttt ettt ekt e ettt e et e e et e e et e e abeeeebbeeeanbeeeanes 20
6.1.-MaterialeS Y MELOAOS ........coeeiiiiiii i e e e e e et e s e e e e e e e aaa s e e eaaeeennne 20
I\ [Tl foTo {0 T= 1 51 1 o [0 B PP PP PP PP PPPPPPPPPPPP 22
6.3.-MEAI0 dE CUILIVO ..ottt e e e e e e e e e 22
6.3.1.-Preparacion del medio de CUMtIVO...........cooiiiiiiiiiiiie e 23
6.3.2.-Preparacion de solucion de elementos traza ..........ccccevvvevvviiieiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeee 23
6.4.-Reactivacion de la cepa IMP-BL..........ooouiiiiiiie e e e aaaees 24
6.5.-Conservacion de la Cepa IMP-BL .........coiiiiiiiiiiii e 25
6.6.-Evaluacién microscépica y macroscépica de la cepa IMP-BL............ccoovvviiiiiiieneceeccennn, 27
6.7.-Cinética de crecimiento y produccion de Biosurfactante a nivel matraz......................... 27
6.8.-Produccion de biosurfactante a Nivel reactor ...............cooiiiiiiiiiiiieiieiiiee e 28
6.9.-ESterilizacion del FEACION .........ooi i 29
6.9.1.-Inoculacién del reactor para la produccion del biosurfactante..............ccccceeeeieeenininnn, 29
6.9.2.-MUESLIEO BN FEACTON ... .ciiiieeiiiie ettt ettt e e ettt e e e e e e et e e nneba s e e e eaeeennnes 29
6.10.-Extraccion y determinacién de la produccién de biosurfactante en reactor por

Medio de lIOfIlIZACION ........eeeiiiiii e e e a s 30
6.11.-TECNICAS ANAITICAS ... .eeeeeeeee ettt e e e e e e e e e e e 31
6.11.1.-ObServaciin MaCrOSCOPICA .......cceiiiiiiiiiiee e e e ee e e e e e e et e e e e e e e e e et e e e e eaeeeeneees 31
6.11.2.-ObSErvacion MICTOSCOPICA. ... .uuuuererieeeetaiaiitteeeeaaaeeaaaanbbteeeaeaeeasaaanbbbreeeaaaeeaaannneeenes 31
6.12.-Preparacion de las muestras para determinacion de proteinas ...........ccccceeeeeeeeeeeeiennn, 31
6.12.1.-Cuantificacion de ProteiNAS ...........eeeiiiiiiiiiiiiiiiii e 32
6.12.2.-Curva patron de ProteiNAS ........cceiiiiiieiee e 33
6.13.- Preparacion de las muestras para determinacion de azlcares............ccccccevvvvveeveenennn. 33
6.13.1 AZUCAIrES TOTAIES ...ttt e e e e e e 34
6.13.2.-Curva patron de azUicares tOtAlES .........ooviiuiiiiiiiiie e 34
6.14.-TenSION SUPEITICIAL .. ..euiiieiiie e a e e e e e s 34

B.15.- TENSION INEEITACIAL ...eee et 35



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

6.16.-Efecto del biosurfactante sobre aceites modelo, medido como tensién interfacial

1= VTSRO 36
7.- RESULTADOS Y DISCUSION. .....oeitiieieieete ettt aveane e 38
7.1.-Caracterizacion macroscopica de la cepa IMP-BL...........ccccuiiiiiiiiiiiiiiiieece e 38
7.1.2.- Caracterizacion microscopica de la cepa IMP-BL.............cooiiieiiiiiiiiiiieee e, 39
7.0.3.- TINCION A GraAIM ...ttt ettt e e e e e et e e e e e e e e e e bbb e e e e e e e e e annnenees 40
7.4.-Cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante a nivel matraz ......................... 41
7.4.1.-Concentracion micelar critica (CMC) del producto obtenido a nivel matraz. .............. 46
7.5.-Cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante a nivel reactor. ........................ 48
7.5.1.- Concentracién micelar critica (CMC) del producto obtenido a nivel reactor con la
L= o] g =Y =T Uox o o [ S 60
7.6.- RENAIMIENTOS ... 62
7.8.-Comportamiento del reactor con 10s mejores pardmetros. .........cccceeeveeeeeiivviiiiieneeeeeeeennnns 63
7.9.-Efecto del Biosurfactante sobre aceites modelo, medido como tension interfacial......... 64
8. CONCLUSIONES ...ttt e ettt e e e et e e e e e e e e eeanns 66
O.-BIBLIOGRAFIA ...ttt e e ettt e e e e e e e e e e aat e e e e eaeaeeeatannaaaeeaaeeenenes 67
L10.-HEMEROGRAFIA .ottt e s e e e et e e e e e e e e e e ettt e e s e e e e e e e eaaaenanaaeeeees 71

L -ANEX O e 72



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1.-Representacién esquematica de las partes que constituyen a un surfactante.4

Figura 2.-Biosurfactante producido a nivel Matraz..............cccceuuemmmmmmiiiiiniiiiiiiiiieieeees 5
Figura 3.-Estrategia eXperimental........... ... 21
Figura 4.-Conservacion de la cepa IMP-BL en tubos inclinados ...........cccccceeeeeieeeennenn, 26
Figura 5.-Siembra en estria simple tipo cuadrante ..............cccccceeeriiniiiiiieeeee e 26
Figura 6.-Cinética de crecimiento de la cepa IMP-BL en matraz.............cccccceeeeeeeennnnnn, 28
Figura 7.-Reactor applikon de 3L para el cultivo de la cepa IMP-BL............cccccceeeenen. 28
Figura 8.-Liofilizadora para la extraccion de biosurfactante .............cccccceeviiiiveeiiinnnnn. 30

Figura 9.-Muestras obtenidas a diferentes intervalos de tiempo para la cuantificacion
0 PrOLEINAS ...ceee e 32

Figura 10.-Muestras obtenidas a diferentes intervalos de tiempo para la cuantificacion

08 AZUICAIES. ...t 33
Figura 11.-TensiOmetro Marca KIUSS .........ooouiiiiiiiiieee it 35
Figura 12.-Medicion de tension superficial.............oooieeeiiiiiiiiiiice e, 36
Figura 13.-Colonias de la cepa IMP-BL crecidas en placa..............ccccuvvviviiiiiiiiiiiiinnnns 38
Figura 14.-Observacién microscopica de la cepa IMP-BL............cccooiiiiiiiiiieeeeiiiieee 39

Figura 15.-Cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante en matraz, de la cepa

Figura 16.-Produccion de biosurfactante (tension superficial) y crecimiento microbiano
(densidad 6ptica) por la cepa IMP-BL a nivel matraz..............ccccccoeeeeeeiiieeeee e 43

Figura 17.-Cinética de consumo de azucares totales por la cepa IMP-BL a nivel matraz

Figura 18.-Concentracion micelar critica del biosurfactante obtenido a nivel matraz por
18 CEPA IMP-BL.... e e et e e enaa s 47



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

Figura 19.- Comportamiento de la produccion de biosurfactante y crecimiento
microbiano en cinéticas a nivel reactor por la cepa IMP-BL............cccccoviiiii i, 54

Figura 20.-Comportamiento de tensién superficial y densidad Optica a nivel reactor por

[8 CEPA IMP-BL... ..o 55
Figura 21.-Consumo de sustrato en cinéticas a nivel reactor con la cepa IMP-BL........ 56
Figura 22.-Biosurfactante crudo liofilizado a nivel reactor.............cccoeccviiiiiiiiiiiniiinnee, 60

Figura 23.-Concentracién micelar critica obtenida en reactor con flujo de aireacion de
OB VA o DO TSP OPPP PP PUPPPPTTI 61

Figura 24.-Rendimientos de cinéticas que presentaron disminucion de tension
superficial N reACION Y MAAZ........eiieeeeiiieiiice e ee e e e e e e e e e e e rr e ee e 63

Figura 25.-Parametros cinéticos del reactor con mejor rendimiento ...........ccccceeeeuvveeee. 64

Figura 26.--Efecto del biosurfactante en aceites modelo medido como disminucién de

tension interfacial a Nivel Matraz Y reaCIOr. ......cooeeeeiiieiiiee e 65
Figura 27.-Curva patron de QZUCAIES ..........cccuuuiiieiieeeeeieiiteiee e e e e e e s e e e e e e e annneeees 72
Figura 28.-Curva patron de proteiNas........ccceeeeeiiieeiiiiii e e e e eaeens 72



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

iINDICE DE TABLAS

Tabla. 1.-Algunas clases de biosurfactantes producidos por microorganismos. . ........... 6
Tabla. 2.-Aplicacion de biosurfactantes en la industria petrolera ..............cccccovvveeeeneennn. 9
Tabla. 3.-Aplicaciones de los biosurfactantes en diferentes industrias............cccccceeeeene.. 9

Tabla. 4.-Resultados en matraz y reactor a diferentes condiciones de cultivo para
microorganismos Bacillus licheniformis y Bacillus subtilis (Continua) ...................uuuee.. 16

Tabla. 5.- Resultados en matraz y reactor a diferentes condiciones de cultivo para
microorganismos Y Bacillus SUDLIlIS ............cooooeiiiiiii e, 17

Tabla. 6.-Composiciéon del medio de cultivo para la produccion de biosurfactante por la

CEPA IMP-BL.... et 22
Tabla. 7.-Solucion de elementos trazZa............uuviiiiiiiiiiiiiiiiii e 24
Tabla. 8.-Morfologia colonial de la cepa IMP-BL ...........c.ccovviiiiiiiiiiieeeeeeee e 39
Tabla. 9.-Microorganismos productores de biosurfactantes............cccooooeeeiiiiiiiiinnnnee.. 46
Tabla. 10.-CMC de diferentes miCroorganiSmMOS...........uuueeeieeeeeiieiiiiiieee e ee e e e 48
Tabla. 11.-Resumen de velocidad de consumo de SuStrato............cccceeveeeeiniiiiinnennnnn. 57
Tabla. 12.-Resumen de parametros de cada una de las cinéticas.............cccccceeeeeen... 59



1.-RESUMEN

Los biosurfactantes son compuestos bioldgicos anfifilicos (de comportamiento
quimico dual, solubles en agua y en grasas), producidos por microorganismos
como levaduras, bacterias y hongos filamentosos.

Estos compuestos tienen un gran potencial de aplicacion como, emulsificantes
dispersantes, agentes humectantes y de recubrimiento. Esto ha beneficiado a
diferentes industrias, entre ellas: la farmacéutica, cosmeética, alimentaria y la del
petrdleo.

El principal objetivo de este trabajo fue la produccion de biosurfactante a nivel
matraz y su escalamiento a nivel reactor, utilizando diferentes flujos de aereacién
en un reactor de 3L a temperatura de 40 °C y una agitacion de 150 rpm.

Se utilizé la cepa IMP-BL, (la cual se le da este nombre debido a que esta bajo
restriccion del IMP) que es una bacteria aerobia, que crece a una temperatura de
40 °C, en un medio mineral utilizando como fuente de carbono glucosa
(dextrosa). Se determind el crecimiento microbiano medido indirectamente por la
produccion de proteinas y densidad 6ptica y la produccion del biosurfactante por
medio de la disminucién de tension superficial. Ademas se evaluo el consumo de
sustrato por medio de azucares reductores totales.

Se produjo el biosurfactante a nivel matraz, utilizando el mejor parametro
optimizado en trabajos previos, posteriormente se escald la produccion de
biosurfactante en un reactor de 3L, donde se evalué el efecto de la aereacion a
diferentes flujos (0,500, 600, 750, 850 ml / min). En todos los flujos de aereacion
se determiné proteinas, tension superficial y azlcares reductores totales.

Se observé que a nivel matraz la tension superficial disminuyé de 71 mN/m a 26
mN/m a las 14 h la concentracibn maxima de proteina (crecimiento microbiano)
fue de 109 mg/L y el consumo de sustrato (glucosa) fue de 7g/L (26 horas), por lo
gque se considera que la cepa IMP-BL es una buena productora de
biosurfactante.
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En la produccion de biosurfactante en reactor de 3L a diferentes flujos de
aereacion, se obtuvo que el mejor rendimiento de biosurfactante fue con la
aereacion de 750 mL/min. En esta aereacion la tension superficial disminuy6 de
72 a 28 mN/m en 6 h, el maximo valor de proteina fue de 122 mg/L alas 15 hy el
consumo de azucares fue de 5.53 g/L.

Se evalud el rendimiento del biosurfactante obtenido a nivel reactor con los
diferentes flujos de aereacion. Con el biosurfactante obtenido en reactor a 750
mL/min se le determind la concentracién micelar critica (CMC), fue de 870 mg/L.

También se evalu6 el efecto del biosurfactante producido en reactor a 750
mL/min sobre la disminucion de la tension interfacial y se comparé con el
biosurfactante producido a nivel matraz. Los aceites modelo fueron: hexano,
hexadecano, diésel, queroseno y heptanos. Se observé que la mayor
disminucién de la tension interfacial con el biosurfactante producido a nivel
matraz fue con el hexadecano con un valor de 1 mN/m y con el biosurfactante
producido a nivel reactor y el heptano con un valor de 3 mN/m.

Con los resultados obtenidos se puede decir que la cepa IMP-BL en una buena
productora de biosurfactante, el cual disminuye tanto tensidon superficial como
interfacial por lo que se puede utilizar en diferentes procesos de la industria y en
particular de la industria petrolera.
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2.-INTRODUCCION

Los surfactantes son productos quimicos industriales. Constituyen un
componente importante en la vida cotidiana, algunos de estos, provienen de
productos petroquimicos u oleoquimicos. (Banat y Col.,2012)

El uso mundial de surfactantes ha crecido enormemente en las ultimas décadas,
aunque las cifras exactas son dificiles de determinar en el mercado. Sin
embargo, existen estimaciones como una produccion de 9 millones de toneladas
en 1995 a 13 millones de toneladas en 2008. (Banat y Col.,2010) Aplicados en
diferentes industrias como la quimica, textil, alimentaria, cosmética y la
petrolera, asi como en el cuidado personal, la salud y la agricultura.

La gran mayoria de los surfactantes son a menudo toxicos para el medio
ambiente y su uso puede conducir a problemas ecolégicos significativos, ya que
estos surfactantes terminan en el ambiente después de su uso.

Debido a la necesidad de proteger los ecosistemas, existe un gran interés por
los surfactantes o biosurfactantes de origen microbiano como posibles
alternativas a los producidos quimicamente. (Benincasa.2002)



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

2.1.-Surfactantes o tensoactivos

Los surfactantes son moléculas anfipaticas que tienen extremos tanto hidrofilicos
(polar), como hidrofébicos (apolar), presentan una gran diversidad en estructuras
guimicas. Son moléculas que se acumulan en las interfases gas/liquido (aire—
agua), liquido/liquido (aceite —agua) o liquido sdlido (agua /superficie de sélidos),
provocando un descenso en la tension superficial e interfacial del
medio. (Van Hamme y Col. 2006)

=
Etanoclamina
Fosfato
oo Parte
TR Cabeza ~ "are
. (o polar hidrofilica
Glicerol | ror
H 2 o R —— R J
[~ o=C 3=-|3 ~
CH:  CH,
o oom Colas
. CH; CH,
Acidos CH. CHe #apolares> Parte
rasos CH  CH: . e
° e o hidrofébica
o om
CH; CH;
CH, CH,
CH,  CH;
| o o J

Figura 1.-Representacion esquematica de las partes que constituyen a un
surfactante donde se muestra la cabeza polar y las colas hidrofébas, estructura
correspondiente al compuesto fostadililenolamina

2.2.- Surfactantes Quimicos

Son derivados del petréleo o sintetizados quimicamente, son en general toxicos
al medio ambiente y no son biodegradables. Son compuestos anfifilicos, que
pueden reducir la tension superficial e interfacial de un liquido.
(Mulligan y col.,1984)
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2.3.- Biosurfactantes o Agentes Biolégicos

Los biosurfactantes o agentes bioldgicos son producidos por bacterias, hongos o
levaduras durante su crecimiento en una gran variedad de sustratos, que
generan productos con caracteristicas bioquimicas y estructurales diversas.

Dicho compuesto puede permanecer adherido a la superficie celular del
microorganismo, o bien, ser expulsado al medio de cultivo. Los biosurfactantes
se clasifican de acuerdo a su naturaleza quimica, peso molecular, carga iénica,
entre otros (Shavandi ,1997).

Figura 2.-Biosurfactante producido a nivel matraz

2.3.1.-Produccioén de biosurfactantes por microorganismos

Los biosurfactantes son producidos por una gran variedad de microorganismos
gue emplean diferentes fuentes de carbono y condiciones de cultivo. Algunos de
los microorganismos que han sido estudiados y se encuentran reportados como
productores de biosurfactantes son: Bacillus subtilis,(Amani y Col 2010)
Pseudomonas aeuroginosa, Serratia marcescens (Anyanwn y Col,2011),
Pseudomonas aphidis (Rau y Col., 2005),

Candida antarctica (adamaczack y Col, 2010).

La tabla 1 Muestra diferentes clases de biosurfactantes producidos por
microorganismos.
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Tabla. 1.-Algunas clases de Biosurfactantes producidos por microorganismos..

Tipo Surfactante Microorganismos

Pseudomonas aeruginosa Serratia

Ramnolipidos rubidea

Arthrobacter paraffineus Corynebacterium
spp. Rhodococcus erythropolis

Trehalosa .
' S Mycobacterium spp
Nocardia sp
Glicolipidos
Lipidos de manosil-eritritol Candida antarctica

Candida bombicola
Candida apicola
Candida lipolytica
Candida bogoriensis

Soforolipidos

Surfactina Bacillus subtilis Pseudomonas
Lioobéptidos Viscosina fluorescens
popep Serrawetina Serratia marcescens Bacillus
Lichenisina licheniformis
fosfolipidos Fosfolipidos Acinetobacter sp

Corynebacterium lepus Arthrobacter
paraffineus Penicillium spiculisporum
Talaramyces trachyspermus Nocardia
erythropolis Capnocytophaga sp

Acidos grasos Acidos grasos/Lipidos naturales

FUENTE: Modificado de Bodour y Maier,2003; Mulligan,2005; Nitschke y Costa, 2007
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2.3.2.- Clasificacion de los Biosurfactantes

Los biosurfactantes se clasifican de acuerdo a su naturaleza quimica y su peso
molecular. Tienen una parte hidrofilica como aminoacidos, péptidos aniénicos
cationicos, y polisacéridos; otra parte hidrofébica, como: acidos grasos,
saturados e insaturados (Salager, 1992).

2.3.3.- Ventajas de los de Biosurfactantes sobre los surfactantes quimicos

Los biosurfactantes presentan varias ventajas respecto a los surfactantes
guimicos entre ellas:

e Biodegrabilidad: Los biosurfactantes son mas faciles de biodegradar.
e Toxicidad: La toxicidad de los biosurfactantes es baja o nula.

e Biocompatibilidad: No son téxicos para los organismos incluidos el ser
humano, por lo que son biocompatibles en cosméticos y farmacos o como
aditivos de alimentos.

e Produccioén a partir de fuentes baratas: Para su produccién se utilizan
fuentes de carbono en los cultivos microbianos, relativamente econémicas
como residuos de otras industrias.

o Especificidad: Son especificos en su actividad, por ejemplo en la
eliminacion de contaminantes especificos, en emulsiones industriales,
aplicaciones en cosméticos especificos farmacéuticos y alimentos.

e Control ambiental: Los biosurfactantes pueden ser usados
eficientemente en control de derrames de petroleo, biodegradacion de
efluentes industriales y en bioremediacion de suelos contaminados.
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2.3.4.-Aplicacién de los biosurfactantes

Las aplicaciones potenciales de los biosurfactantes incluyen la emulsificacion, la
separacion de fases, la humectacion, la formacién de espumas la actividad
superficial las cuales pueden ser utilizadas en la industria alimentaria,
petroquimica, cosmeética y farmacéutica. (Banat y Col 2000)

En el sector ambiental los biosurfactantes se aplican en la biorremediacion y en
el tratamiento de aguas residuales para remover compuestos téxicos y
peligrosos. (Mulligan Catherine, 1984)

En la dispersion de derrames petroleros tanto a nivel del suelo como en agua, en
la remocién y movilizacion el petréleo pegado en el interior de los tanques y
también en la recuperaciéon mejorada del petrdleo(Guha y Col,1996). La Tabla 2
muestra algunas aplicaciones de biosurfactantes en la industria petrolera y la
Tabla 3 muestra la utilizacion de biosurfactantes en otras industrias.
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Tabla. 2.-Aplicacidn de biosurfactantes en la industria petrolera

Industria

Aplicacion

Actividad de los
biosurfactantes

Extraccion
de aceite

Cambio de permeabilidad de la roca de
yacimiento

Humectantes y de
recubrimiento

Reduccién de la viscosidad del aceite

Emulsionantes

Perforacion en la dispersién de lodo

Dispersante

Control en el depdsito de parafina/asfaltenos

Solubilizante

Desplazamiento del aceite

Reductores de la tension
interfacial

Transporte de aceite

Reduccion de la viscosidad del petréleo

Emulsionantes

Estabilizacion de la emulsion aceite

De recubrimiento

Control en el depdsito de parafina/asfaltenos

Solubilizante

De-emulsificacion de emulsiones de aceite

Desemulsificante

Limpieza de tanques/

contenedores
aceite

de

Emulsificacion de lodos aceitosos

Emulsificantes

Dispersion de hidrocarburos

Dispersantes

Tabla. 3.-Aplicaciones de los biosurfactantes en diferentes industrias

Industria Funcién del Biosurfactante Actividad en agentes
Minera Agentes secuestrantes, Secuestrantes
espumantes y flotantes de
metales
Ambiental Bioremediacion, tratamiento de Dispersantes
lodos de agua residuales en
remanentes aceitosos
Alimenticia Emulsionante, solubilizante, Lubricantes
espesante
Farmacéutica Antibacteriales, antifingicos, Antivirales
antivirales,
adhesivos,
vacunas
Agricola Biocontrol de parasitos y plagas De Biocontrol
Cosmeética Productos de salud, belleza. Antimicrobianos
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2.4.-Factores que afectan la produccion de los biosurfactantes

El tipo, calidad y cantidad de biosurfactante producidos son determinados por la
naturaleza de la fuente de carbono, la concentracion de la fuente de Nitrogeno,
Fosforo, Magnesio, Hierro, y Manganeso en el medio y las condiciones de
cultivo, tales como pH, temperatura agitacién y aereacion.

(Guerra Santos y Col, 1986)

Actualmente los esfuerzos para producir biosurfactantes se basan en métodos de
optimizaciéon convencional donde se varia un solo pardmetro en cualquier
momento y los demas se mantienen constantes; por lo que es necesario realizar
estudios al respecto.

2.4.1.-Fuente de Carbono

La fuente de carbono influye en las rutas de sintesis de los biosurfactantes. Se
utilizan fuentes de Carbono solubles en agua, como glucosa, glicerol, manitol,
etanol, fructosa, galactosa: (pentosas xilosa, arabinosa), ribosas: (disacaridos
sacarosa, lactosa, maltosa, etc.), polisacaridos (almidones, celulosas
hemicelulosas), aceite de soya, melaza (de cafia de azucar o remolacha)
(Nitschke y Col.,2005).

La fuente de carbono utilizada para la produccién de biosurfactante puede
afectar en la estructura del compuesto producido (Habba E.y Col., 2000).

2.4.2.-Fuente de Nitréogeno

La fuente de nitrdgeno es esencial para el crecimiento de microorganismos, se
utiliza principalmente para la sintesis de proteinas y enzimas. Varias fuentes de
nitrdbgeno, como urea, peptona, sulfato de amonio, nitrato de amonio, nitrato de
sodio, extracto de carne y extracto de malta se han utilizado para la produccion
de biosurfactantes. Diversos estudios al respecto han demostrado ejemplos en
los que la naturaleza de la fuente de nitrégeno ejerce un papel definitivo sobre la
produccion de biosurfactantes en el medio (Sanpietro Robert y Col.,1991).

10
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2.4.3.-Fuente de Oxigeno

Este nutriente es muy importante para la producciéon de biosurfactantes en
bioreactor utilizando microorganismos aerobios. La fuente comun de oxigeno en
una fermentacion es el aire, que por lo general se burbujea en el medio de
cultivo desde el fondo del bioreactor.

La transferencia de oxigeno desde las burbujas del aire hasta el
microorganismo, es una de las principales limitantes de la productividad en una
fermentacion, por lo que el bioreactor debe ser disefiado para satisfacer la
maxima demanda de oxigeno. La transferencia de oxigeno usualmente se
facilita por la agitacion, que se requiere también para mezclar los nutrientes y
mantener la fermentacion homogénea (Biotecnologia 2012).

2.4.4.-Fuentes de macro y micronutrientes

Todo tipo de microorganismos y bacterias necesitan captar una serie de
elementos quimicos que se pueden clasificar (segun las cantidades requeridas)
en macronutrientes como Carbono(C), Hidrégeno (H), Oxigeno(O), Fésforo (P),
Azufre(S), Potasio(P) y Magnesio(Mg) y micronutrientes como Hierro(Fe),
Zinc(Zn), Manganeso(Mn), Cobre(Co), (Makkar,2002).

En la naturaleza estos elementos se encuentran combinados, formando partes
de sustancias organicas y/o inorganicas. Algunos de los nutrientes seran
incorporados para construir macromoléculas y estructuras celulares. Otros solo
servirdn para la produccién de energia y no se incorporan directamente como
material celular. Finalmente otros pueden ejercer ambos papeles (Matin, 1978).
De esta manera, la naturaleza fisica del medio afecta la produccién de
biosurfactante en diferentes maneras.

La eleccion de materiales econOmicos es importante para mantener la

rentabilidad del proceso, ya que es capaz de reducir hasta en un 50 % el costo
de la produccion final del producto (Bagheriy Col .,2009).

11



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

2.5.-Factores ambientales

La produccion de biosurfactantes, puede verse afectada por varios factores
como: temperatura, pH, salinidad, agitacién, oxigeno disuelto que incrementan o
inhiben la produccion de biosurfactante (Bagheriy Col .,2009).

o Temperatura: Diferentes microorganismos tienen su actividad optima a
diferentes temperaturas, por ejemplo (Robert y Col, 1989); encontraron
que la temperatura 6ptima para la produccién de Biosurfactantes por
Pseudomonas aeruginosa 44T, es de 37°C. Para Bacillus subtilis es de 30
a 45°C.

e pH: La influencia del pH en la produccién de biosurfactante, varia
dependiendo del microorganismo utilizado y del medio de cultivo. Dado que
la acidez o alcalinidad favorecen la eficiencia de la produccion.
(Zinjarde y Col,2002), estudiaron la influencia del pH inicial en la
produccion de un biosurfactante por Yarrowia lipolytica. La mejor produccion
de biosurfactante se produce cuando el pH era de 8, que es el pH natural
del agua de mar.

. Aereacion agitacion: El aire se suministra como fuente de oxigeno, por lo
general se burbujea en el medio desde el fondo del bioreactor, al tener una
aireaciéon o agitacion demasiado alta puede ocasionar la formacién de
espuma provocando que la produccion de biosurfactante disminuya o
aumente (Guilmanov Vladimir.,2009).

2.6.- Parametros para establecer la efectividad de un Biosurfactante

La efectividad de un biosurfactante se puede establecer en base a distintos
paradmetros, todos ellos relacionados con su capacidad de solubilizar compuestos
hidrofobicos, disminuir la tension superficial (TS) y/o tension interfacial (TI) y la
concentracion micelar critica (CMC).

12
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2.7.-Tension superficial

La tension superficial de un liquido es la cantidad de energia necesaria para
aumentar su superficie por unidad de area y esta dado por las fuerzas cohesivas
de las moléculas de este liquido. Las unidades con las que se mide la tension
superficial son mN/m, lo que quiere decir que es la fuerza (en mN) necesaria
para romper 1 m. de pelicula del liquido (Desai, 1997).

Depende principalmente de la naturaleza del liquido y de la temperatura puede
verse afectada por la presencia de compuestos anfipaticos en solucién. Los
biosurfactantes tienen la capacidad de absorberse en las interfases (liquido-aire,
liquido-liquido y solido-liquido) dando lugar a la formacion de monocapas y con
ello la disminucion de la tensidon superficial de las disoluciones que los
contienen.

2.8.-Tension interfacial

Es una propiedad de la interfaz entre dos fases inmiscibles. Cuando ambas fases
son liquidas se denomina tensién interfacial. Cuando una de las fases es el aire
se denomina tension superficial. La tensién interfacial se produce porque una
molécula cerca de la interfaz tiene interacciones moleculares diferentes de una
particula equivalente dentro del fluido estandar. Las particulas tensoactivas se
sitian preferentemente en la interfaz y por lo tanto disminuyen la tension
interfacial y se reporta en mN/m.

2.9.- Concentracién micelar critica (CMC)

La CMC se refiere a la concentracion de biosurfactante a la que se alcanza la
minima tension superficial establecida. La CMC indica la concentracion a la que
se forman unos agregados moleculares organizados llamados micelas
(Yushuo., 2008*3). Cuanto menor sea la CMC, mas eficiente es el surfactante en
cuestion (Lopez Laura., 2009).

13
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2.10.-Reactores bioldgicos (Bioreactores)

Un bioreactor es un recipiente en el que se lleva a cabo un proceso bioldgico
gue involucra microorganismos o sustancias bioquimicamente activas producto
de dichos bacilos. Los microorganismos pueden ser aerobios o anaerobios. Los
bioreactores son comunmente cilindricos, variando en tamafo desde algunos
mililitros, hasta metros cubicos, fabricados en acero inoxidable o vidrio.

Un bioreactor busca mantener ciertas condiciones ambientales propicias (pH,
temperatura, concentracion de oxigeno, etc.) para el microorganismo que se
cultiva. En funcién de la alimentacion, el bioreactor puede ser operado en lote
(batch), en continuo o en lote alimentado (fed — batch) o semicontinuo.

14
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3.-ANTECEDENTES

En los Ultimos afios se han desarrollado diversos estudios y andlisis para el
mejoramiento de la sintesis de biosurfactantes, estos son empleados en
diferentes industrias, como la petrolera.

Los biosurfactantes son un grupo de moléculas identificadas por sus
capacidades Unicas para interactuar con hidrocarburos. La emulsificacion,
dispersion, la formacion de espuma, la mojabilidad y el recubrimiento son
algunas de las numerosas actividades que los biosurfactantes pueden tener.

Los estudios han demostrado que para la optimizacion del proceso de
produccion de biosurfactantes, ya sea a nivel matraz o reactor, es importante
evaluar algunos parametros de cultivo, como aireacion, agitacion, fuente de
carbono, nitrogeno y el medio de cultivo, ya que para cada microorganismo es
diferente el efecto que pueden tener estos parametros. A pesar de que existen
muchos trabajos acerca de la produccion de biosurfactantes con
microorganismos, pocos son los reportados en donde evalGan la aireacion y
agitacion. En la Tabla 4 y tabla 5 se muestran trabajos realizados con diferentes
Bacillus, entre ellos Bacillus licheniformis, similar a la cepa IMP-BL, tanto a nivel
matraz como en reactor a diferentes condiciones.

15
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Tabla. 4.-Resultados en matraz y reactor a diferentes condiciones de cultivo para
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Bacillus subtilis (Continua)

microorganismos Bacillus licheniformis y

Microorganismo Tipo de Fuente de Tension | Temperatura| Estabilidad Condiciones Bibliografia
biosurfactante Carbono Superficial °C pH operacion de sistema
(mN/m)
Liguenisina Sacarosa 27.5 25-40 6-10 En Matraz a Mclnerney
250 rpmy 40 °C Y Col., 1985
Liqueniformin | Crudo 38 45-65 7-11 En Matraz, 4 dias Biria 'y Col.,2010
Lipopéptidos | Aceite de oliva | 46 37 - En Matraz a 250 rpm | Dehghan y Col., 2010
Lipopeptidos | Crudo 30 35 7-10 En Matraz a 200 rpm | Haghighat
Bacillus licheniformis Y Col.,2008
Lipopeptidos | Glucosa 35 30 - En Matraz 4 dias Thaniyarvan
Y Col.2003
Glucosa - 50 6-7 En Reactor a Liny
1.5 ml/min Col., 1993
Lipopeptidos | Glucosa - 30 - En Matraz a Youssef y Col.,2007
200 rpm
Surfactina Caseina - 35 - - Amariy Col., 2010
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Tabla. 5.- Resultados en matraz y reactor a diferentes condiciones de cultivo para microorganismos y Bacillus subtilis

Microorganismo Tipo de Fuente de Tensién Temperatura | Estabilidad | Condiciones de operacién Bibliografia
biosurfactante Carbono Superficial (°C) pH del sistema
(mN/m)
Surfactina Sacarosa 27 40 6.5 Matraz 500 ml Akavahan y Col.,2005
Surfactina Sacarosa 26 37 6.5 Matraz 250 ml Pansiripat y Col., 2010
Bacillus Subtilis Lipopeptido Glucosa 27.3 30 7.2 Matraz 250 mly 240 rpm| Anyawu y Col., 2011
Surfactina Aceite crudo 25.7 25 7.0 Matraz 250 mly 250 rpm Gudifia, 2010

17
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4.-JUSTIFICACION

En las dltimas décadas, se ha observado un creciente interés por la produccion de
biosurfactantes por sus aplicaciones en las industrias alimentaria, farmacéutica. En la
biorremediacion de sitios contaminados con hidrocarburos y en la recuperacion de
hidrocarburos (extraccién), esto ultimo en la industria petrolera.

La gran aplicacion de los agentes biologicos, hace necesario buscar nuevas
alternativas para mejorar las condiciones de produccioén de los mismos, que tengan
buenos rendimientos y que sean aplicables a la industria del petréleo, con una buena
eficiencia, menos costos, y sobre todo, un menor impacto al medio ambiente (menos
toxicos), para hacerlos competitivos frente a los surfactantes quimicos que son
producidos a gran escala.

El uso de biosurfactantes también encuentra su campo de aplicacion en el transporte
de petréleo en ductos, en esta area, un reto importante es disminuir la viscosidad del
aceite, donde los biosurfactantes pueden modificarla, asi como cambiar también la
tension interfacial y la tension superficial, haciendo que el transporte y almacenaje
del mismo se lleve a cabo de una forma mas sencilla.

Los agentes bilégicos poseen muchas ventajas sobre los surfactantes quimicos, sin
embargo el costo de produccion de los biosurfactantes debe ser competitivo, es por
esto necesario realizar estudios a nivel laboratorio para optimizar la produccion a
nivel reactor.

18
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5.-OBJETIVOS

5.1.-Objetivo general

e Efecto de la aereacion para la produccion de biosurfactante a nivel matraz
y su escalamiento a nivel reactor utilizando diferentes flujos de aereacion.

5.1.1.-Objetivos particulares

e Evaluar la produccién de biosurfactante y el crecimiento microbiano
utilizando un microorganismo aerobio a nivel matraz.

e Produccion de biosurfactante a nivel reactor con diferentes flujos de
aereacion.

e Determinar el efecto del biosurfactante producido a nivel matraz y reactor
sobre diferentes aceites modelo (hexano, hexadecano, diesel, queroseno,
y heptano).

5.2.-Hipotesis

Con la modificacion de las condiciones de aereacion en un reactor
completamente agitado para el cultivo de la cepa IMP-BL, se obtendra una
reduccion de la tension superficial en menor tiempo.
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6.-METODOLOGIA

6.1.-Materiales y métodos

Para el desarrollo de éste trabajo se requirié de una estrategia experimental que
requirié6 de una serie de pasos especificos para poder efectuarse, representados
en la Figura 3.

Para la produccién de biosurfactante con la cepa IMP-BL, fue necesaria su
reactivacion en medio mineral aproximadamente 24 h, posteriormente se
realizaron pases sucesivos del cultivo en medio fresco, para tener una cepa
estable en cuanto a disminuciobn de la tension superficial (produccion de
biosurfactante). Los pasos posteriores consistieron en la realizacion de cinéticas
de crecimiento a nivel matraz y reactor para la produccion de biosurfactante.

En el caso de la produccion de biosurfactante a nivel reactor fueron realizadas
cinéticas de crecimiento a diferentes condiciones de aireacién para evaluar el
efecto de esta variable sobre la produccion de biosurfactante.

Por ultimo, de las cinéticas en matraz y la mejor cinética en reactor se tomaron
muestras para tener el producto liofilizado y poder evaluar tanto la CMC, como el
rendimiento del producto obtenido como extracto crudo. Ademas con estos
productos se evaluo el efecto del agente bioldgico sobre aceites modelo (hexano,
hexadecano, diesel, queroseno, y peptano) por medio de la tension interfacial.

20
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Figura 3.-Estrategia experimental

Pase: Es la transferencia de microorganismos de un cultivo viable a un medio fresco para el

nuevo crecimiento de microorganismos y se tenga un cultivo estable en cuanto a produccion de
biosurfactante.

21



W 7
=N =

&9
e

6.2.-Microorganismo
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Para el desarrollo experimental de este trabajo se utilizé la cepa aerobia IMP-BL,
esta cepa es una bacteria que crece a 40 °C, 150 rpm y pH de 6.

6.3.-Medio de cultivo

Para generar el medio de cultivo se tiene que utilizar los siguientes compuestos
descritos en la tabla 6, para la reactivacién de la cepa, para las cinéticas de
produccion de biosurfactante a nivel matraz y reactor.

Tabla. 6.-Composicion del medio de cultivo para la produccion de biosurfactante

por la cepa IMP-BL

Compuesto Cantidad g/l
Dextrosa 10g
NacCl 10g
MgSo0, 0.25¢g
KH,PO, 5.3g
K,HPO, 169
(NH,),S0, 0.5g
CacCl, 0.1g
FeSO, 0.001g
Agua destilada 11t
Elementos traza 15 ml

Elementos traza: Compuesto quimico necesario en cantidades muy pequefas para el desarrollo

de un microorganismo.
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6.3.1.-Preparacion del medio de cultivo

e Se pesaron todos los reactivos analiticos.

e Fuente de carbono: Dextrosa, se peso y se disolvié en 300 ml. con agua
destilada, la solucion se agité hasta la total homogenizacion. Se esterilizo
en autoclave a 120°C durante 15 min.

e Solucion de sales minerales: Los compuestos
((NH4),S0,4 (0.125g),NaCl(0.5g)) se disolvieron en 500 ml. de agua
destilada se esterilizé en autoclave a 120°C durante 15 min.

e Solucion de CacCl: El CaCl (0.015g), se disolvié en 150 ml de agua
destilada, se esterilizé en la autoclave a 120°C durante 15 min.

e Solucion de FeS0,: El FeS0, (0.001g), se disolvié en 50 ml de agua
destilada y se esterilizé con un filtro de 0.2 micras. No se somete a
calentamiento.

e Todo este procedimiento se debe realizar por separado para evitar la
precipitacion de los reactivos.

Posteriormente todos las soluciones se mezclan tanto el medio de cultivo como
los elementos traza, en condiciones asépticas en una campana de flujo laminar
para obtener la composicion descrita en la Tabla 7.

6.3.2.-Preparacion de solucion de elementos traza

Para la solucién de elementos traza (Tabla 7), se pesaron cada uno de los
reactivos y se disolvieron en 1 It de agua destilada. Una vez diluidos los reactivos
se sometieron a esterilizacion utilizando filtros de 0.2 micras, por ultimo la
solucion traza se guardo en un frasco de medio de cultivo color ambar para evitar
degradacion de los reactivos.
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Tabla. 7.-Solucion de elementos traza

Reactivos Cantidad (g/l)
EDTA 1g
MnSO0, ° H,0 39
FeSO, ° 7H,0 0.1g
CuCl, °2H,0 0.1g
CoCl, ° 6H,0 0.1g
ZnS0,° 7 H,0 0.1g
Al K(50,),° 12H,0 0.01g
H3;BO4 0.01g
Na,Mo0,° 2H,0 0.01g
Agua destilada 1L

6.4.-Reactivacion de la cepa IMP-BL

La reactivacion de la cepa IMP-BL se realizé en medio liquido, debido a que la
cepa se encontraba en glicerol a -70 °C. En matraces de 250 ml que contenian
80 ml de medio mineral, se adicioné el contenido del vial criogénico con la cepa
(2 ml). Los matraces se incubaron en un bafo de agitacion a 40 °C y 150 rpm,
durante 24 h (1ra. resiembra).

Al final del periodo de incubacién se tomd una muestra de 1 ml y se determiné
densidad O6ptica con el espectrofotdmetro. Se tomo6 una muestra de 10 ml y se
determind tension superficial con el tensiometro.

Con el propaésito de tener un microorganismo estable en cuanto a la produccién
de biosurfactante, se realizaron dos resiembras mas. De la primera resiembra se
inocularon 2 matraces con 1 ml de in6culo y 100 ml de medio mineral.

Estos matraces se incubaron con las mismas condiciones de la primera

resiembra y se realizaron las mismas determinaciones, posteriormente se llevo a
cabo una tercera resiembra a partir de la 2da. Al final del periodo de incubacion.,
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Se determind tension superficial, densidad O¢ptica y el microorganismo se
observo al microscopio para verificar su forma, agrupacion y Gram.

6.5.-Conservacion de la cepa IMP-BL

Con el proposito de conservar la cepa pura para experimentos posteriores se
realizaron los siguientes métodos.

A) En viales criogénicos: De 1.5 ml, se adicionaron 0.7 ml del cultivo de la
cepa IMP-BL y 0.7 ml de glicerol (liquido crioprotector), la mezcla se
homogeniz6 en vortex durante 1 minuto y los viales se conservaron en
refrigeracion a -70 °C.

B) Conservacion de la cepa en tubos inclinados:

Otra manera de conservar la cepa pura es el método de conservacion de
tubos inclinados. Para ello se realizan los siguientes pasos:

e Calentar 200 ml de Agar nutritivo en un matraz Erlenmeyer hasta
observar su homogenizacion.

e Colocar 8 ml de Agar en tubos de ensaye.

e Esterilizar el Agar nutritivo en la autoclave durante 15 min. a 120 °C.

e Dejar reposar los tubos de forma inclinada para su secado.

e Colocarlos dentro de la incubadora durante 24 horas para observar si
existe algun crecimiento bacteriano desconocido y realizar prueba de
esterilidad.

e Si no existe algun crecimiento microbiano con un asa previamente
esterilizada se toma una pequefia cantidad la cepa IMP-BL contenida en
cajas petri y se inocula por el método de siembra en estria simple tipo
cuadrante

e Se incuban durante 24 h a 40 °C.

e Posteriormente los tubos con crecimiento se conservan en refrigeracion a
4 °C. La Figura 3, muestra los tubos con agar donde se conservo la cepa
IMP- BL.
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Figura 4.-Conservacion de la cepa IMP-BL en tubos inclinados

La técnica de siembra en estria simple es usada para aislar cepas puras en una
placa Petri a partir de un inéculo o muestra con diferentes especies. La técnica
consiste en, mediante un asa de siembra previamente esterilizada, rayar la
superficie de cultivo de una placa Petri de forma que en cada pasada sea menor
el numero de células depositado, las ultimas pasadas debera depositar un
namero tan bajo de células que, una vez incubadas, se formen colonias puras

Figura 5.-Siembra en estria simple tipo cuadrante
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6.6.-Evaluacién microscoépica y macroscopica de la cepa IMP-BL

Para analizar micro y macroscopicamente la cepa IMP-BL, se prepararon cajas
Petri con Agar nutritivo. Se realizo la siembra en placa, por estria. Las placas
fueron incubadas a 40°C por 24 h., las colonias obtenidas se observaron
macroscopicamente en cuanto a forma, color, tamafio, elevacion, entre otras
caracteristicas. También se realiz6 la caracterizacion microscépica con Tincion
de Gram (Madigan y Col.,2004)y se observé en microscopio de contraste, en
donde se observd que no existia contaminacion alguna con otro tipo de
microorganismo.

Agar nutritivo: Medio de cultivo sélidos, utilizado para crecimiento microbiano,
compuesto de peptona, agar, cloruro de sodio, extracto de carne y/o levadura.

6.7.-Cinética de crecimiento y produccion de Biosurfactante a nivel matraz

Para evaluar el crecimiento y la produccion del biosurfactante de la cepa IMP-BL,
se llevd a cabo una cinética. Se prepararon 24 matraces de 125 ml con 50 ml de
medio de cultivo (Figura 6). Los matraces fueron inoculados con 1 ml de la cepa
proveniente de la 3ra resiembra. Los matraces se inocularon a 40 °C a 150 rpm.
El muestreo se realiz6 retirando 2 matraces cada tiempo definido de muestreo,
en intervalos de 1 h hasta llegar a 9 h. La produccién de biosurfactante se
determindé mediante la disminucién de la tensién superficial, la cuantificaciéon de
azucares totales fue por el método de Dubois (1956), la cuantificacion de
proteinas por el método de Brandford (1976), la densidad Optica con el
espectrofotometro UV/VIS.
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e crecimiento de la cepa IMP-BL en matraz

Q
Q

Figura 6.-Cinétic

6.8.-Produccion de biosurfactante a nivel reactor

Con las condiciones de produccion del biosurfactante a nivel matraz, se
acondicion6 un reactor completamente agitado de 3 litros. Esto para escalar la
produccién de biosurfactante variando la aereacion y manteniendo fija la
temperatura de 40°C y la agitacion de 150 rpm. La Figura 7, muestra el reactor
completamente agitado utilizado en el laboratorio.

Figura 7.-Reactor applikon de 3L para el cultivo de la cepa IMP-BL
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6.9.-Esterilizacion del reactor

Al reactor se le realizé un lavado con jabon libre de fosfatos y con agua
destilada, para eliminar interferencias en los céalculos posteriores. Se dejé secar,
posteriormente se esterilizO en autoclave a 120 °C durante 15 min. (No se
someten a proceso de calentamiento los sensores de temperatura y pH).

6.9.1.-Inoculacion del reactor para la produccién del biosurfactante

Una vez esterilizado el medio de cultivo y el reactor, en una campana de flujo
laminar, se adiciond, 1.6 litros de medio de cultivo al reactor. EI medio se inocul6
con 32 ml de inéculo con una edad de 24 h y una concentracion de proteina de
30 mg/l. Se colocaron los sensores de temperatura, pH y oxigeno. El reactor se
retir6 de la campana y se realizé la conexion del Biocontrolador y el controlador
de agitacion, chaqueta de calentamiento, asi como a la bomba de aereacion para
comenzar la cinética de produccidn del biosurfactante. Las condiciones de
operacion fueron: agitacion a 150 rpm, temperatura de 40 °C. y los diferentes
flujos de aireacion utilizados fueron; 0, 600, 700, 750 y 800 ml/min.(0, 0.38 0.44,
0.47, y 0.5) volumen de aire/volumen de liquido por minuto o (vvm)
respectivamente.

6.9.2.-Muestreo en reactor

Para evaluar la produccién de biosurfactante y el crecimiento microbiano se
tomaron 15 ml de muestra en intervalos de 1 h hasta llegar a 24 h. Las muestras
fueron centrifugadas a 10,000 rpm durante 10 min. Al sobrenadante se le
determind tension superficial para corroborar la produccion de biosurfactante y
azlcares totales para evaluacion del consumo de sustrato; al precipitado se le
determind la concentracion de proteina para analizar el microorganismo.
También a una muestra de 1 ml del cultivo se le determind densidad éptica para
el monitoreo de crecimiento microbiano.
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6.10.-Extraccion y determinacién de la produccion de biosurfactante en
reactor por medio de liofilizacion

Para determinar el rendimiento del producto obtenido en los experimentos
realizados a nivel reactor, se realiz6 una extraccidon del agente bioldgico
producido, mediante un proceso fisico de liofilizacion, que consiste en
deshidratar el producto biol6gico sometiendo a congelacién, eliminando el hielo
posteriormente mediante un ligero calentamiento al vacio que lo trasforma en
vapor (sublimacién) y el remanente que se obtuvo durante este proceso fue el
extracto crudo.

Se tomo una muestra de 100 ml de biosurfactante producido de cada uno de los
experimentos a nivel reactor en los tiempos donde se tuvo la mayor disminucién
de la tensién superficial. Las muestras fueron vertidas en tubos de plastico de 50
ml. Se centrifugaron a 10,000 rpm durante 10 min. Se separ6 el sobrenadante
(donde se encuentra el biosurfactante) de la biomasa. El sobrenadante se
adiciono6 en tubos de liofilizado y se colocaron inclinados en el congelador, con el
fin de que existiera mayor superficie de contacto. Una vez que las muestras
estuvieron congeladas, se ajustaron en la liofilizadora para eliminar el exceso de
agua y obtener el biosurfactante en polvo, parcialmente purificado. La figura 8,
muestra la liofilizadora utilizada en este proceso.

Figura 8.-Liofilizadora para la extraccion de biosurfactante
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6.11.-Técnicas analiticas

Dichas técnicas se utilizaron para la determinacion del microorganismo, como
las que se describen a continuacion:

6.11.1.-Observaciéon macroscoépica

A las colonias crecidas en placa se les realizé una observacion macroscoépica y
se describieron sus caracteristicas morfoldégicas como son: Forma de la colonia,
borde, color y textura, mostradas en la tabla 8.

6.11.2.-Observacion microscopica

De las colonias crecidas se tom6 una muestra y se realiz6 un frotis en porta
objeto. Se realiz6 la tincion de Gram (Madigan y Col., 2004). Se observo si se
trataban de cocos o bacilos Gram (z), en el microscopio de contraste de fases,
utilizando el objetivo de inmersion 100X.

6.12.-Preparacion de las muestras para determinacion de proteinas

De las muestras, se centrifugd 1 ml de muestra del cultivo durante 10 min. a
10,000 rpm, se retird el sobrenadante y a la biomasa que se queddé en el fondo
del tubo se le adicioné solucién salina al 0.85% hasta completar el volumen de la
muestra original. Se resuspendié en vortex (primer lavado), se realizaron tres
lavados. De la dltima resuspension se tomaron 0.6 mL de muestra para realizar
la hidrdlisis y se colocaron en un tubo de ensayo, se agregaron 2.4 ml de
solucion salina al 0.85% y 3 ml de la solucion de NaOH 0.1 N. Se agitaron las
muestras en vortex y se colocaron en bafo durante una hora a una temperatura
de 85°C. Al terminar el tiempo de la hidrolisis se tomaron 0.5 ml de muestra
hidrolizada y se colocaron en un tubo de ensayo y se agregaron 0.5 ml del
reactivo de Coomassie.
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Se agitaron los tubos en vortex y se leyeron en un espectrofotometro UV/VIS
(marca Thermo Scientific, modelo: Biomat) a una longitud de onda de 620 nm.
Con la curva patron de absorbancia vs concentracion de proteina, se determiné
la concentracion de proteina en cada ejemplar. La Figura 9 prueba la coloracion
azul de las muestras para determinacion de proteina.

'-"'Y."'r“"." ’n.‘l

Figura 9.-Muestras obtenidas a diferentes intervalos de tiempo parala
cuantificacion de proteinas

6.12.1.-Cuantificacion de proteinas

Se utilizo el procedimiento de cuantificacién espectrofotométrica de proteinas por
el método Bradford (1976). Este método consiste en la cuantificacion de la unién
de un colorante, el Azul de Coomassie G-250, a la proteina, comparando esta
unién con la de diferentes cantidades de una proteina estandar (Albumina de
Suero Bovino (BSA)). La cuantificacion se hace midiendo la absorbancia en un
espectrofotometro, a 595 nm, y graficando la absorbancia vs la concentracién de
proteinas, obteniendo una curva de calibracion de la proteina estandar. Con esta
curva de calibracion, se puede interpolar la concentracion de proteinas en una
muestra al medir su absorbancia a 595 nm.
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6.12.2.-Curva patréon de proteinas

Se realiz6 una curva patrén a partir de albumina de huevo en concentraciones de
5 a 50 mg/L. En tubos de ensaye se agregaron 0.5 ml de cada solucion de las
diferentes concentraciones preparadas, se adicionaron 0.5 ml de la solucién Azul
de Coomassie y se midié en un espectrofotémetro UV/VIS a una longitud de
onda de 490 nm. Ver Anexo figura 27, pag. 69

6.13.- Preparacion de las muestras para determinacion de azucares

En tubos de ensayo se colocaron 0.5 ml de muestra previamente centrifugada,
se adicion6 0.5 ml de fenol y 2.5 ml de H2SOa4 concentrado, los tubos se
mezclaron en vortex y se dejaron reposar 15 min. Se midio la absorbancia A y
con la curva patrén de absorbancia vs concentracion de glucosa, se determind la
concentracion de azucares en cada muestra. La Figura 10 muestra el color
ambar de las muestras para determinacion de azUcares totales.

Figura 10.-Muestras obtenidas a diferentes intervalos de tiempo para la
cuantificacion de azucares.
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6.13.1 Azucares totales

La determinacion de azucares totales en solucion acuosa se llevé a cabo por el
método de fenol-sulfurico. Este método se basa en una valoracion colorimétrica
de hidratos de carbono que utiliza una soluciéon de glucosa o sacarosa como
patron (10 a 200 pg / ml). La absorbancia se lee a 490 nm en un
espectrofotometro UV/Vis marca Thermo Scientific.

6.13.2.-Curva patréon de azucares totales

La curva patron se prepard a partir de glucosa en concentraciones de 20 a 100
mg/l de glucosa. En tubos de ensayo se colocaron 0.5 ml de diferentes
soluciones de glucosa a diferentes concentraciones, se adicion6 0.5 ml de fenol y
2.5 ml H2SO4 concentrado. Las soluciones de los tubos se mezclaron en vortex y
se dejaron reposar 15 min, posteriormente se leyeron en el espectrofotometro a
una longitud de onda de 490 nm. Se construyé la curva patron de absorbancia
vs. Concentracion de glucosa. Ver Anexo figura 28 pag.69

6.14.-Tension superficial

La tension superficial es un fendmeno dado por las fuerzas cohesivas de las
moléculas de un liquido es su superficie. Las unidades con las que se mide la
tension superficial son mN/m, lo que quiere decir que es la fuerza (en Nm)
necesaria para romper 1 m de pelicula del liquido.

La determinacion de la tensién superficial se realizé por el método de placa, con
un tensiémetro automatico:

e Se coloco el recipiente con la muestra.

e Se introdujo la placa en la parte superior del tensiometro.

e Se ajusté automaticamente hasta el tope y posteriormente se inicio la
medicidén la cual aparece representada en la base de datos del programa.
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e Por ultimo para comprobar que estaba calibrado el equipo, se toma una
muestra de agua destilada (3ml), tomando como referencia que la tensién
del agua es de alrededor de 72 mN/m. una vez calibrado se realizaron las
determinaciones correspondientes de tension superficial de las muestras,
por triplicado. La Figura 11 muestra el tensiometro utilizado.

platino

Reciplente

para muestra

parala muestra

Figura 11.-Tensiometro Marca Kruss

6.15.- Tensién interfacial (TIF)

La TIF involucra fuerzas cohesivas, principalmente fuerzas de adhesién entre la
fase liquida de una substancia y la fase soélida, liquida o gaseosa de otra
substancia. La interaccion ocurre en las superficies de las substancias
involucradas. La TIF se mide en trabajo por unidad de area o fuerza por longitud
mojada.
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6.16.-Efecto del biosurfactante sobre aceites modelo, medido como
tension interfacial TIF.

Las muestras de biosurfactante en las mejores cinéticas en matraz y reactor
fueron utilizadas para evaluar el efecto de estas sobre aceites modelo. Las
muestras fueron centrifugadas a 10 000 rpm a 4°C durante 10 min. El
sobrenadante fue separado de la pastilla celular y fue utilizado para la medicion
de la TIF junto con los aceites modelo: hexano, hexadecano, diésel, queroseno
y heptano.

Para la medicion de la TIF se utilizé el método del anillo push y el tensiémetro.
Que se basa en la medicion la TIF entre dos liquidos uno de alta densidad
(biosurfactante) y otro de baja densidad (aceites modelo). Un anillo se coloca
sobre la interfaz del liquido y se mide la fuerza requerida para separar el anillo
de la superficie.

En un vaso de precipitados se colocan 20 ml de sobrenadante (biosurfactante) y
20 ml del aceite modelo, se introduce el anillo push y se mide la TIF. La Figura
12 muestra la medicion de la TIF en dos mezclas de biosurfactante y aceite
modelo.

Figura 12.-Medicién de tensién superficial. A) Mezcla de biosurfactante y
Queroseno B) Mezcla de biosurfactante y Hexano
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6.17.-Concentracion micelar critica

Se denomina (CMC) a la concentracion minima de surfactante a partir de la cual
se forman micelas espontaneamente en una disolucion (Yushuo, 2008).

Estas micelas se producen cuando la parte hidrofébica del surfactante, al ser
incapaz de formar puentes de hidrégeno con las moléculas de agua, producen un
aumento de la energia libre del sistema. Una manera de aliviar este aumento, es
aislar la regién hidrofébica interaccionando con otras superficies, asocidndose a
otros compuestos hidrofébicos o formando vesiculas (micelas) en las que la
region lipofilica se sitia en el centro y la hidrofilica hacia fuera, formando los
puentes de hidrégeno con las moléculas de agua. Cuanto menor sea la CMC,
mas eficiente es el surfactante (Laura Raiger y Col.,2009).

Se prepard una solucién patrén del biosurfactante obtenido a una concentrado
conocido. A partir de esta se realizaron distintas diluciones para tener diferentes
aglomeraciones, a las cuales se determiné tension superficial como se describid
anteriormente. Cuando se encontr6 una medicion constante en el valor de la
tensién superficial, se asumio que ya no habia cambio sobre ella por efecto de la
aglomeracioén del biosurfactante. Se construy6 la curva de Tensién superficial vs.
Concentracion de biosurfactante y en la menor tension, se determiné la CMC en

gll.
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7.- RESULTADOS Y DISCUSION.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos durante el desarrollo de
este trabajo.

7.1.-Caracterizacion macroscoépica de la cepa IMP-BL

La caracterizacion macroscopica de la cepa IMP-BL se realizé a partir del
conjunto de microorganismos crecidos en medio solido en caja Petri. La Figura
13 describe las colonias observadas.

Figura 13.-Colonias de la cepa IMP-BL crecidas en placa
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Tabla. 8.-Morfologia colonial de la cepa IMP-BL

Morfologia colonial IMP-BL
Tamafio 5-10 mm
Forma Irregular
Borde Lobulado
Elevacién Plana
Color Crema
Superficie Lisa
Aspecto Humedo
Consistencia Cremosa
Luz transmitida Opaca
Luz reflejada Brillante

7.1.2.- Caracterizacion microscépica de la cepa IMP-BL

Se realizé un frotis de una de las colonias crecidas y se preparé una tincién
Gram. Se observé al microscopio con el objetivo de inmersién, se observo la
presencia de bacilos cortos Gram positivos, aislados, como se observa en la
Figura 14, lo cual coincide con lo reportado por (Ghaniy Col,2013). Ambos
aislaron y caracterizaron diferentes cepas de Bacillus para la produccién de
enzimas y biosurfactante con importancia industrial.

Figura 14.-Observacion microscépica de la cepa IMP-BL
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Algunas de las caracteristicas del microorganismo empleado son: es un aerobio
facultativo, este posibilita su desarrollo tanto en condiciones aerobias como
anaerobias y su diversidad de propiedades fisiologicas se refleja en los amplios
rangos de temperatura, pH y concentracion de sal para su crecimiento
optimo (Ghani y Col,2013). Microorganismos similares se han aislado a partir de
ambientes impactados con contaminantes organicos de pozos petroleros y han
sido reportados como productores de biosurfactantes (Salamanca,y Col.,2003).

7.1.3.- Tincion de Gram

Es definida como una tincién diferencial, ya que utiliza dos colorantes y clasifica
a las bacterias en dos grandes grupos: bacterias Gram negativas y bacterias
Gram positivas. Fue desarrollada por el cientifico danés Hans Christian Gram en
1884.

Hoy en dia, sigue siendo una de las tinciones mas utilizadas universalmente
debido a lo econdmico, sencillo y eficaz que resulta. Los principios de la tincion
de Gram estdn basados en las caracteristicas de la pared celular de las
bacterias, confiriendo propiedades determinantes para cada microorganismo.

Bacterias Gram™: Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular gruesa
constituida por peptidoglicano no cuentan con membrana celular externa. Las
bacterias G* retienen el cristal-violeta después de la decoloracion y aparecen de
color azul intenso (purpura).

Bacterias Gram™ La pared celular de las bacterias Gram negativas esta
constituida por una capa fina de peptidoglicano y una membrana celular externa,
cuyo componente estructural Unico son los lipopolisacéaridos. Las bacterias G- no
son capaces de retener el cristal-violeta después de la decoloracion y son
tefiidas de rojo con safranina.

40



I —
S MM TR 5 Mk
SV [

=

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

7.4.-Cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante a nivel matraz

Con el objeto de determinar el tiempo de la mayor produccion de biosurfactante,
y el crecimiento microbiano, se realizé una cinética en matraz.

La Figura 15 muestra los resultados obtenidos de la produccion de biosurfactante
medido como tensién superficial y del crecimiento microbiano medido como
proteina.

Se observa que de las 0 a las 6 horas la tensién no disminuyd permanecio en un
valor promedio de 71 mN/m y a partir de las 9 horas comenzo la disminucion de
la tension superficial, hasta un valor de 26 mN/m a las 14 h. Después de este
punto la tension casi permanecié constante hasta las 48 horas con un valor
promedio de 26 mN/m que fue el punto minimo de la tension superficial. En total
la tension disminuyo 46.2 unidades.

Con respecto al crecimiento microbiano (proteina). Este empieza a partir de las
3 h y aumenta de forma exponencial hasta las 24 h, se obtuvo un maximo de
produccion de proteina de 109 mg/l a las 36 h.

Después de las 36 h crecimiento casi se estaciona, posteriormente hubo una
disminucién del mismo, probablemente porque el sustrato empezaba a agotarse.

Se muestra que la produccion de biosurfactante (disminuciéon de la tension
superficial), esta ligado al crecimiento microbiano (proteina), tal como ha sido
reportado por (Goldenberg Cooper.,1987) (Banat y Col.2000). Sin embargo se
muestra en la Figura 15, el valor maximo de disminucion de tensién no coincide
con el valor maximo de desarrollo microbiano, esto puede ser debido a que
todavia hay una cierta concentracion de sustrato, el microorganismo lo utiliza
para crecimiento y no propiamente para la producciéon de biosurfactante.
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Figura 15.-Cinética de crecimiento y produccién de biosurfactante en matraz, de
la cepa IMP-BL

En la Figura 16 muestra la produccién de biosurfactante (tensién superficial) y el
crecimiento microbiano (densidad Optica), se observa que la densidad no
coincide con la produccion de biosurfactante. Los maximos valores de densidad
Optica se tienen entre las 18 y 24 horas, que es el rango donde mayor producciéon
de biosurfactante se obtuvo. Los valores maximos de densidad 6ptica (1.56 nm)
a las 21 h, no coinciden con la maxima produccién de proteina, por lo que
podemos asumir que los elementos detectados como turbiedad corresponden
mayormente al biosurfactante producido.
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Figura 16.-Produccion de biosurfactante (tensién superficial) y crecimiento
microbiano (densidad éptica) por la cepa IMP-BL a nivel matraz

(Javaheri y Col.,1985), reportaron una disminucién de la tension superficial con
una cepa de Bacillus licheniformis, en valores que van desde 27 a 30 mN/m en
un tiempo de 24 a 30 h. Por otra parte (Joshiy Col.,2013), reportan la
disminucién de la tension superficial a 28 mN/m en un tiempo de 24 a 36 h.
Ambos trabajos realizados con Bacillus licheniformis, a diferentes condiciones de
aireacion y fuente de carbono respectivamente. De acuerdo a esto se puede
asumir que la cepa IMP-BL es una cepa con buena actividad surfactante.
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En lo que respecta al consumo de sustrato (Figura 17), muestra que el sustrato
es consumido gradualmente y que es utilizado tanto para la produccion de
biosurfactante como para el crecimiento microbiano.

Se observa un consumo de 3.5 g/l a las 15 h y aproximadamente 7g/l alas 26 hy
casi permanece constante hasta el final de la cinética (48h). En la literatura se ha
reportado para varias especies de Bacillus, donde su crecimiento fue en medio
mineral complementado con glucosa obtuvieron una reduccion de la tension
superficial de 70 a 28 mN/m.( Javaheri D., 1985)
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Figura 17.-Cinética de consumo de azucares totales por la cepa IMP-BL a nivel
matraz

La Tabla 9 se observan diferentes microorganismos productores de
biosurfactante con diferentes sustratos y las tensiones superficiales a las que han
llegado en diferentes tiempos de produccion. Se observa que con sustratos
solubles (sacarosa, glucosa), la disminucién de la tension superficial es alrededor
de 28 y 40 mN/m, valores similares obtenidos en este trabajo por la cepa IMP-BL
(26 mN/m).

En cuanto a los tiempos de produccion de biosurfactante en la Tabla 9 se
muestra que con los sustratos solubles el tiempo de producciéon de biosurfactante
se encuentra en un rango de 48 a 144 h, que son considerados tiempos largos
para una fermentacion, en nuestro caso la maxima produccién de biosurfactante
se obtuvo entre 15 y 18 horas. Aunque aqui, no solo se lograria ver la maxima
disminucién de la tension superficial, sino el rendimiento del producto obtenido,
para lo cual se tendrian que hacer cinéticas donde se sacrificara un matraz por
tiempo para evaluar el rendimiento del producto (que sera caso de otro estudio).
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Tabla. 9.-Microorganismos productores de biosurfactantes

Microorganismo | Fuente de Tension Tiempo Referencia
carbono superficial (h)
(mN/m)
Bacillus Subtilis | Glucosa 28 48 Makkar y Col
1998
Glucosa 39.5 72 Rodriguez y
Col .2006
Candida Gusmao y
glabrata Glucosa 28.3 144 Col 2010
Pseudomona
aeuroginosa Aceite de 26 98 Lima 2009
soya
Pseudomona Glucosa-
aeuroginosa Aceite de 30 48 Pansiripat
palma 2010
Serratia Anyanwu
marcescens Sacarosa 40 72 2010
Serratia
marcescens Glucosa 31 48 Roldan 2011

Fuente: Propia del autor.

7.4.1.-Concentraciéon micelar critica (CMC) del producto obtenido a nivel
matraz.

La CMC es la concentracion minima que requiere un biosurfactante para llevar a
cabo el mayor efecto en la disminucién de la tension superficial. La CMC se
determind a partir del producto previamente liofilizado producido a nivel matraz.
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Se realiz6 una solucion patron del producto liofilizado a una concentracion de
5,000 mg/l, de esta solucion se realizaron diferentes diluciones y a cada solucion
se le determind la tension superficial.

La Figura 18 muestra el comportamiento de la tension superficial a diferentes
concentraciones de biosurfactante. De acuerdo con el incremento de la
concentracion de biosurfactante se obtiene la disminucion de la tension
superficial, permaneciendo casi constante a partir de 1,750 mg/l, se puede decir
que la concentracidn micelar critica promedio corresponde a 1,750 mg/l de
biosurfactante. Cabe sefialar que este concentrado corresponde al extracto
crudo, es decir el biosurfactante sin purificar.

80
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CMC: 1750 mg/L

]
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(&)
o

40 +

30 ~ ¢
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Biosurfactante (mg/L)

Figura 18.-Concentracion micelar critica del biosurfactante obtenido a nivel
matraz por la cepa IMP-BL

Se han reportado diferentes valores de CMC, similar a la cepa utilizada en este
trabajo. La Tabla 10 muestra diferentes CMC para otros microorganismos. Se
observa que el producto obtenido, parcialmente purificado, se encuentra dentro
de los rangos reportados para otras especies.
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Tabla. 10.-CMC de diferentes microorganismos

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

Tension
CMC (mgl/l) superficial Microorganismo Referencia
(mN/m)
. . Chandran vy col.,
197 30 Trichosporon asahii 2010
250 41.8 Lactobacillus Gudifiay col., 2010
paracasei
Lactobacillus Rodrigues 'y col.,
2900 36 2006
Lactobacillus Pornsunthorntawee y
200 29 col., 2010
Pseudomona
2 : .
860 S aeuroginosa Suryanti y col.,, 2009
300 29 Pseudomona Zanget y col., 2009

aeuroginosa

Fuente: propia del autor

7.5.-Cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante a nivel reactor.

Con el propésito de proponer el método mas rentable para la produccion del
biosurfactante para su comercializacibn es necesaria la realizacion de un
proceso de escalamiento, por lo tanto esta sujeto a cambios que tienen que ver
con la configuracion del equipo, comportamiento de la cepa en el proceso de
escalamiento, volumen de operacién, temperatura, pH, oxigeno disuelto y demas

pardmetros involucrados en el proceso.

De acuerdo a esto, la produccion de biosurfactante por la cepa IMP-BL se realizé
a nivel reactor evaluando el efecto de la aireacibn en la produccion de

biosurfactante.
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Se llevaron a cabo cinco pruebas a nivel reactor, utilizando las mejores
condiciones obtenidas a nivel matraz de agitacion y temperatura (40 °C, y 150
rom respectivamente). Estas condiciones se mantuvieron fijjas en las cinco
experimentaciones realizadas a nivel reactor, la variable que fue modificada fue
la aireacion, ya que el microorganismo es un aerobio facultativo se propuso un
rango de aireacibn que comprobaran su efecto en la produccion de
biosurfactante.

No se cuenta con muchos reportes acerca del escalamiento en la produccién de
biosurfactante con Bacillus licheniformis, similar a la esta cepa IMP-BL, por lo
gue las aireaciones empleadas fueron propuestas de acuerdo al rango que se
reporta para producciones altas de biosurfactante para cepas similares a la
empleada por (Santos,Poneziy Col 2004), sin aereacion, .38vvm, 0.44 vvm,
0.47vvm, y 0.5vvm). En desarrollo se evalu6é el crecimiento microbiano y la
produccion del biosurfactante, asi como el consumo de azlcares totales.
Ademas se obtuvieron los rendimientos de las cinéticas cuya tension superficial
tuvo un notable descenso, evaluandose posteriormente la concentracion micelar
critica del producto obtenido.

Durante la operacion del reactor se monitored el comportamiento del oxigeno
disuelto, del pH y la temperatura. Sin embargo, solo se presenta el
comportamiento de estos parametros de la cinética de reactor que se considerd
mejor en cuanto al decrecimiento de tension superficial, estabilidad y rendimiento
de biosurfactante, asi como concentracion micelar critica (extracto crudo).

Las Figuras 19a-19e muestran el comportamiento de la produccién de
biosurfactante (disminucion de la tension superficial) y el crecimiento microbiano
(proteina) en las cinco cinéticas en reactor, realizadas a las diferentes aeraciones
propuestas: sin aireaciéon (Figura 19a), 0.38vvm (Figura 19b), 0.44vvm
(Figural9c), 0.47vvm (Figura 19d) y 0.5vvm (Figura 19e). Las cinéticas fueron
monitoreadas hasta las 48 h, sin embargo en todas se observé que tanto la
proteina como la tension superficial permanecié igual que los puntos medidos a
las 24 h, razon por la cual las figuras muestran el comportamiento hasta las 24 h.
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La Figura 19a describe la cinética en reactor sin aireacion, la tension superficial
disminuy6 muy poco, ya que el valor mas bajo obtenido fue de 65 mN/m alas 3 h
posterior a este tiempo, la tensién volvid a aumentar. El crecimiento microbiano
fue escaso en comparacion con las cinéticas realizadas bajo condiciones de
aereacion, se alcanzo6 una concentracion de proteina de 20 mg/l a partir de las 15
h. la cual se mantuvo constante lo que indica que la cepa IMP-BL necesita
aereacion para poder producir biosurfactante.

La Figura 20a se reporta el comportamiento de la tension superficial y la
densidad oOptica en donde la cinética de reactor se realizd sin aireacion cuyos
resultados obtenidos fueron casi sin disminucién de la tensién superficial el valor
minimo se mostro hasta las 24 h en donde sélo hubo una disminucion de 6.64
unidades. Cuanto a la densidad Optica se observé constante esto indicé que no
hubo produccién de biomasa ni de biosurfactante. Concluimos que para que
exista produccion de biosurfactante debe haber aereacion.

En lo que respecta a la Figura 21a se muestra el consumo de sustrato por la
cepa IMP-BL en la cinética sin aereacion se observa que en 12 h solo se
consumieron 1862 mg/l de dextrosa posteriormente a este tiempo la
concentracion se mantuvo constante. De acuerdo a esto se reafirma que para un
crecimiento microbiano 6ptimo se necesita oxigeno.

Refiriéendose Figura 19b se muestra la cinética en reactor con una aereacion de
0.38vvm, con la cual se observé una disminucion de tension superficial de 36.0
mN/m hasta las 7 h, posteriormente aumenté de manera paulatina hasta obtener
un valor constante a las 24 h de 55 mN/m. El crecimiento microbiano comenzo
aumentar hasta las 7 h con un valor significativo de 29 mg/L, este aumento
continuo hasta llegar a un valor constante de las 15 h hasta las 24 h llegando asi
a un concentracion de proteina de 108 mg/l observandose una fase estacionaria
de crecimiento ,al igual de la produccion de biosurfactante.

La Figura 20b muestra la cinética en reactor realizada con una aereacién de 0.38
vvm, en donde el comportamiento de la densidad Optica fue similar al de la
proteina de la Figura 19b, salvo en el caso donde se obtuvo la mejor produccién
de biosurfactante que fue alas 7 h.
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Referente al gasto de sustrato (Figura 21b) también se observo un decrecimiento
maximo a las 7 h. con un valor de 5,643 mg/l de glucosa, es decir se
consumieron 4,666 mg/L de glucosa en este tiempo, posteriormente el consumo
se mantuvo constante. Aqui coincide que la mayor disminucién de la tension
superficial y el mayor aumento de DO (oxigeno disuelto) fueron a las 7 horas, no
asi el crecimiento microbiano, lo que puede atribuirse a que con los productos de
degradacion de la glucosa la cepa IMP-BL mantuvo su crecimiento medido como
proteina.

En la Figura 19c se observa la cinética en reactor con aireaciéon de 0.44 vvm
donde la reduccion de la tension superficial fue hasta un valor de 29 mN/m en 6
h, fue un tiempo menor comparado con la cinética de la Figura 20b. El
crecimiento microbiano aumento a partir de las 7 h con un valor de 17 mg/L
obteniendo un valor maximo considerable de proteina a las 24 h de 131.0 mg/L.

La figura 20c muestra la cinética en reactor realizada con una aereacién de
0.44vvm, el comportamiento de la densidad 6ptica en esta cinética fue similar al
de proteina (Figura 18c), tuvo los mismos saltos a partir de las 15h (0.95 DO) y
se estacion0 a las 24 horas.

Referente al consumo de sustrato (Figura 21c) se observa el maximo consumo a
las 7 horas con un valor de 7,539 mg/l de glucosa es decir, se consumieron
3,330 mg/l de glucosa en este tiempo, posteriormente se continué consumiendo
sustrato hasta las 24 horas, lo que explica el gran salto del crecimiento
microbiano de las 7 a las 15h, ya que en este tiempo se consumié el doble de
cantidad de glucosa que a lo largo de las 7h con un valor de 6466 mg/l.

La Figura 19d, corresponde a la aireacion de 0.47 vvm, se observa una
reduccién de tension superficial a un valor de 28.0 mN/m en 6h aumentando solo
una unidad a las 7 h, posteriormente regresa a una tension superficial de 69.5
mN/m a partir de las 15 h y manteniéndose asi hasta las 24 h. Con respecto al
crecimiento microbiano empieza a partir de las 7 h con un valor 23 mg/l subiendo
paulatinamente hasta 122 mg/L a las 15 h y comportandose de manera
constante hasta las 24 h de monitoreo.
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La Figura 20d muestra la cinética en reactor realizada con una aireacion de 0.47
vvm. El comportamiento de la densidad optica en esta cinética, fue similar al de
proteina (Figura 19d) ya que tuvo los mismos aumentos a partir de las 15 h (1.08
DO) y se estacion6 a las 24 h.

Alusivo al consumo de sustrato (Figura 21d), se observa el maximo consumo a
las 7 horas con un valor de 5,531 mg/l de glucosa, es decir, se consumieron
4548.0 mg/l de glucosa en este tiempo. Posteriormente se continué consumiendo
sustrato hasta las 24 h, en donde se obtuvo un consumo casi total de sustrato
con un valor de 57.013 mg/I

En la dltima cinética de reactor mostrada en la Figura 19e se modifico la
aireacion a 0.5 vvm. Se obtuvo una disminucién de tensién superficial de 28
mN/m en tan solo 6 h. Sin embargo este valor de tension superficial aumento
ligeramente a partir de las 7 h, hasta las 24 h con un valor de 60.5 mN/m,
obteniendo asi una disminucion de 44.4 unidades en 6 h. El crecimiento
microbiano aumenté de manera considerable a partir de las 7 h con un valor de
25 mg/L, posteriormente se elevd un poco desde las 15 h y hasta las 24 h
manteniéndose constante con un valor de 40 mg/l de proteina. El desarrollo
microbiano fue limitado comparado con la aireacion de 0.47 vvm a las 7 h donde
el crecimiento fue paulatino.

La Figura 20e describe la cinética en reactor realizada con una aereacion de 0.5
vvm, el comportamiento de la densidad Optica en esta cinética (figura 19e), fue
similar al de la proteina ya que aumenté hasta las 7 h (0.215 de DO) y se
estaciond a partir de las 15 h (1.02 de DO).

En la Figura 21e, se observa que el consumo hasta las 7 horas fue moderado,
con un valor de 8,660 mg/L de glucosa, es decir se, consumieron 1,155 mg/L de
glucosa. Posteriormente se continu6é consumiendo sustrato hasta las 24 horas,
aqui se observo un consumo de 5,310 mg/L de glucosa, y aunque fue 4 veces
mayor el consumo que en las primeras 7 horas, esto no se vi6 reflejado en el
crecimiento microbiano, ni en los valores de densidad éptica.
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En general se observa que el crecimiento microbiano y las disminucion de la
tension superficial son directamente proporcionales en las cuatro cinéticas con
aireacion de 0.38vvm, 0.44 vvm, 0.47vvm, 0.5vvm respectivamente. Ademas se
demostr6 que la aireacién si tuvo efecto significativo sobre el crecimiento
microbiano y la produccion de biosurfactante (disminucion de la tension
superficial) y la produccién de biosurfactante se obtuvo en un menor tiempo (6 h
y 7 h). Asi mismo se hace notar el hecho de que la velocidad de consumo de
sustrato fue mayor en la cinética de 0.47 vwvm, como se observo en las graficas
correspondientes a consumo de sustrato (Figura 2la-e) y de acuerdo a lo
reportado en la Tabla 11.
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Figura 19.- Comportamiento de la producciéon de biosurfactante y crecimiento
microbiano en cinéticas a nivel reactor por la cepa IMP-BL
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Tabla. 11.-Resumen de velocidad de consumo de sustrato

Cinética Velocidad de consumo de
sustrato (mg/l)
Sin aeracién 123.97
0.38 vvm 416.07
0.44 vvm 246.3
0.47 vvm 455.0
0.50 vvm 335.68

En la tabla 11 muestra cada una de las cinéticas y su velocidad de consumo
durante su experimentacién, medida en mg/l.

Haciendo referencia en la cinética sin aireacion, se observé que la velocidad de
consumo de sustrato con un valor de 123.97 mg/l., fue muy limitada debido a la
carencia de oxigeno. Por lo que no hubo un consumo significativo de sustrato.

En cuanto a la cinética realizada con una aereacion de 0.38 vvm, la velocidad
de consumo de sustrato fue un poco mas elevada de 416.07 mg/l. pero se
mantuvo en una fase casi estacionaria a partir de las 6 h hasta las 15 h aunque
hubo una continuidad en el consumo, no hubo un gasto constante de sustrato.

En la cinética con aireacion de 0.44 vvm, la velocidad de consumo fue de 246.3
mg/L un poco mayor comparada con la primera donde no existio aereacion y en
el cual se observa que hubo un consumo mayor a partir de las 8 h hasta las 15 h
manteniéndose constante hasta las 24 h, no hubo un gasto total, si no parcial de
sustrato.

De acuerdo a la cinética realizada con 0.47 vwvm se observé que la velocidad de
consumo fue de la mayor registrada se obtuvo un valor de 455 mg/l en la cual se
observé un consumo constante y casi total, desde la 1h hasta el término y
consumo de sustrato a las 24 h.

57



e

e il
W WARIONAL AUTONOMZ é}![@
5 =4

e
2
= )y

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

En esta Ultima cinética con aireacion de 0.5 vwm no se observa un consumo de
sustrato favorable, ya que se mantuvo constante desde el principio de la cinética
manteniéndose asi hasta casi 6 horas.

Se han reportado varios trabajos para produccién de biosurfactantes con
diferentes microorganismos. (Lima y col., 2009), trabajaron con la cepa
Pseudomonas aeruginosa, utilizando una aireacién de 0.5 vvm, una agitacion de
550 rpm y como fuente de carbono aceite de soya, obtuvieron una tension
superficial de 26 mN/m a las 48 h.

(Cardoso y col., 2010) trabajaron con la cepa Yarrowia lipolytica, utilizando una
aireacion de 1vvm y glucosa como fuente de carbono, obteniendo una tensién
superficial de 40 mN/m en un tiempo de 48 h.

(Roldan y col., 2011) trabajaron con Serratia marcescens, utilizando una
aireacion de 0.15 vvm y una agitacién de 100 rpm, con glucosa como fuente de
carbono. Obteniendo una disminucion de la tension superficial de 31 mN/m a las
48 h.

(Hossein y col., 2010), trabajaron con la cepa Bacillus subtilis a una aireacion de
1.5 vwm y sacarosa como fuente de carbono, ellos obtuvieron una tensién
superficial de 30 mN/m.

En algunos casos los labores que anteriormente se han reportado trabajaron con
aereaciones similares a las empleadas en esta obra, a pesar de ello en nuestro
caso se obtuvieron tensiones mas bajas y menor tiempo de fermentacion. Por lo
gue podemos decir que los resultados obtenidos en nuestro trabajo en algunos
casos son comparables y/o mejores con los reportados, ademas que la cepa
IMP-BL es buena productora de biosurfactante y que las condiciones de
operacion estudiadas si mejoraron el desarrollo de biosurfactante con este
microorganismo, pues reducen el tiempo de duplicacion comparado con el
rendimiento de biosurfactante a nivel matraz.
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La Tabla 12 muestra un resumen de las cinéticas a nivel reactor realizadas. Las
cinéticas de 0.44 vwm a 0.5 vvm son las que mayor disminucién se tension
superficial tuvieron en 6 horas, por lo que no hay una diferencia significativa entre
ellas. La cinética a nivel matraz tuvo una reduccién de tension superficial
parecida a las tres aereaciones utilizadas en reactor, sin embargo el tiempo en
gue se logro esta tension fue el triple que la que se alcanz6 con reactor.

Tabla. 12.-Resumen de parametros de cada una de las cinéticas

Aireacion Tension Unidades Tiempo Velocidad Tiempo de
Cinética superficial reducidas de de duplicacion

ml/min vvm TS reduccion crecimiento (h)

(mN/m) (mN/m) maxima (h)
de TS (h)

a 0 ‘0 65 7 3 0.157 4.41
b 600 0.38 36.4 35.6 7 0.158 4.38
c 700 0.44 28.9 43.1 6 0.208 3.34
d 750 047 28.4 43.6 6 0.171 4.05
e 800 05 276 44.4 6 0.080 8.64

Rpm
Matraz 150 26 46 18 0.064 10.78

59



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

7.5.1.- Concentraciéon micelar critica (CMC) del producto obtenido a nivel
reactor con la mejor aereacion

El biosurfactante obtenido de las cinéticas en reactor reportaron una disminucion
en la tension superficial de acuerdo a las diferentes aireaciones probadas, fue
centrifugado para separar la biomasa. El sobrenadante con el biosurfactante
disuelto se liofilizd como se explicd en la seccién de materiales y métodos en la
produccién de biosurfactante a nivel matraz. Un ejemplo del producto obtenido
en forma de polvo se muestra en la Figura 22.

Figura 22.-Biosurfactante crudo liofilizado a nivel reactor

El color de los liofilizados obtenidos mostré6 condiciones similares, siendo
caracterizados como polvos finos de consistencia uniforme color blanquecino.

El objetivo de la liofilizacion del biosurfactante es su conservacion, bajo
condiciones ambientales. Lo mas importante del método es que no altera la
estructura fisicoquimica del producto y admite su conservacién sin cadena de
frio, ya que su bajo porcentaje de humedad permite obtener un producto con
elevada estabilidad microbioldgica.

Asi mismo, el hecho de no requerir refrigeracion facilita su distribucién y
almacenamiento. (Montoya Villafafie, 2008).Con el producto obtenido a nivel
reactor se preparo una solucion concentrada en el caso del producto obtenido del
reactor de 0.47 vvm de aireacion, a partir de esta concentracion se realizaron
diferentes diluciones a las cuales se les determind la tension superficial,
obteniéndose el perfil que se muestra en la Figura 23.
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En ésta Figura se observa que a medida que aumenta la concentracién de
biosurfactante la tension superficial disminuye, obteniendo una CMC de 870
mg/L, es menor a la obtenida en matraz. Solo en la operacion de este reactor a
un flujo de aereacion de 0.47 vvm, se obtuvo una CMC baja, en las otras
cinéticas de reactor aunque se evalud la CMC éstas fueron altas, por lo que solo
se presenta la mejor.

Los valores altos de concentracion micelar critica obtenida en los otros reactores,
se deben a que el producto se obtuvo como extracto crudo, donde todavia hay
restos de medio de cultivo. Por lo que es necesario realizar estudios en cuanto al
proceso de liofilizacion, para no alterar el producto y se obtengan las mismas
tensiones superficiales producidas como sobrenadante a nivel reactor.

[0
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~
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[e2]
o

a1
o

CMC: 870 mg/L

w
o

Tensién superficial (mMN/m)
N N
o o

-
o

o

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 12 1.4 16 18 2
Biosurfactante (mg/l)

Figura 23.-Concentracion micelar critica obtenida en reactor con flujo de
aireacion de 0.47 vvm
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7.6.- Rendimientos

La Figura 24 muestra los rendimientos obtenidos en tres cinéticas realizadas a
nivel reactor y la cinética realizada a nivel matraz.

De acuerdo a los rendimientos obtenidos tanto de las cinéticas donde se observo
un claro efecto sobre la tension superficial, asi como la cinética a nivel matraz.
Se observa que aunque son valores similares, el mejor rendimiento a nivel
reactor se obtuvo en la cinética a 0.47 vvm tal como se muestra en la Figura 23,
concluyendo asi, que la tensién superficial de éste reactor no fue la mas baja, si
se conserva durante un tiempo mayor que las mediciones referentes a los
reactores operados a 0.44 y 0.5 vvm.

Sin embargo también se puede observar que en el caso de matraz el rendimiento
es mayor respecto al obtenido a nivel reactor, por lo cual se sugiere investigar los
efectos que tendria el escalamiento del proceso a otras condiciones de operacion
o0 incluso ante una configuracion geométrica distinta.

Cabe sefalar que los rendimientos mostrados corresponden a la adquisicion de
extracto crudo. Se recomendé identificar la cantidad real de biosurfactante
presente en la muestra obtenida, debido a que el sobrenadante adquirido estaba
acompafado son restos moleculares propios del metabolismo bacteriano y de
medio de cultivo (Yafiez Ocampo y Col 2013).
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Figura 24.-Rendimientos de cinéticas que presentaron disminucion de tensién
superficial en reactor y matraz

7.8.-Comportamiento del reactor con los mejores parametros.

Considerando el mejor rendimiento (0.47vwm) en la recuperacion de
biosurfactante, asi como mayor estabilidad en cuanto a los valores
correspondientes a la medicién de la tension superficial y a la determinacién de
CMC, en la Figura 25, se examind el comportamiento de los parametros
monitoreados a nivel reactor (pH, temperatura, oxigeno disuelto) durante la
cinética de crecimiento de la cepa IMP-BL en reactor tipo tanque agitado.

Como se explicé anteriormente la disminucion de la tension superficial fue de
28.4 mN/m a las 6 h. En esta Figura se observa la lenta disminucion del pH,
manejando un rango de pH 7 al inicio de la cinética y finalizando con un pH
ligeramente acido de 6. En lo referente a la temperatura, ésta se mantuvo
constante y por lo que no vario de 40°C.

Se observa el consumo de oxigeno disuelto desde el inicio de la cinética y su valor es
casi cero a partir de la mayor disminucion de la tensién superficial (6 h). En este punto
se tendrian que realizar estudios donde se mantuviera la concentracién de oxigeno
inicial para ver el efecto en cuanto a la disminucién de la TS y el crecimiento microbiano.
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Figura 25.-Parametros cinéticos del reactor con mejor rendimiento

7.9.-Efecto del Biosurfactante sobre aceites modelo, medido como tensién
interfacial.

El efecto del biosurfactante obtenido a nivel matraz y en reactor a las mejores
condiciones de operacion, fue evaluado en cuanto a la reduccién de la tension
interfacial entre el agua y diferentes aceites modelo: Hexano, hexadecado,
diésel, queroseno y heptano. La figura 26 muestra los resultados obtenidos.

La tension interfacial agua y los aceites modelo se encuentra en un rango de 14
a 32 mN/m, siendo el valor mas bajo para la mezcla agua/queroseno y el valor
mas grande para la mezcla agua/Hexano.

En el caso del biosurfactante obtenido a nivel matraz, los valores de tensién
interfacial se encuentran en un rango de 1 a 6, siendo el valor mas pequefio para
la mezcla biosurfactante/hexadecano y valor mas grande para la mezcla
biosurfactante/queroseno.
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Con el biosurfactante obtenido de reactor se obtuvieron valores entre 3 a 19
mN/m, siendo el valor mas bajo para el heptano y el mas alto para el hexano.

En general la menor disminucién de tension interfacial con los aceites modelo, se
obtuvo con el biosurfactante producido a nivel matraz. Con el queroseno la
menor disminucion de La Tl fue con el biosurfactante producido a nivel reactor.

En este caso es necesario realizar mayores estudios para eficientar la extraccion
del biosurfactante y el rendimiento del mismo, asi como la conservacion de la
tensidn superficial, ya que como se comenté anteriormente, el proceso de
extraccion del biosurfactante hace que pierda la TS evaluada en el
sobrenadante.

-y =& M M2
=] (&)1 =] £n

Tension Interfacial (mNfm)

Heptano

=]

Hexano Hexadecano Diesel Queroseno

EHAgua destilada ®BMatraz EReactor

Figura 26.-Efecto del biosurfactante en aceites modelo medido como disminucién
de tension interfacial a nivel matraz y reactor.
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8. CONCLUSIONES

e La cepa IMP-BL es buena productora de biosurfactante.

e La produccion de biosurfactante a nivel matraz se realizé de forma
exitosa, teniendo una tension superficial de 26mN/m a las 18 h y
obteniéndose el rendimiento méas alto en la produccién de extracto crudo,
con un valor de 41.583 g/L.

e Se observd que la estabilidad del biosurfactante sin liofilizar producido a
nivel matraz, es mejor que el biosurfactante liofilizado, esto de acuerdo a
la CMC determinadas.

e La produccion del biosurfactante a nivel matraz es mas estable que a nivel
reactor, de acuerdo a los resultados obtenidos de CMC.

e Se logré el objetivo planteado debido a que mejor condicién de aireacion
obtenida fue de 0.47 vvm para la produccién de biosurfactante a nivel
reactor a una temperatura de 40 °C, y una agitacion constante de150rpm.
Teniéndose una tension superficial de 28.4 mN/m, un rendimiento de
39.779 g/L en la obtencién de biosurfactante.

e El biosurfactante obtenido tanto a nivel matraz como a nivel reactor,
present6 un efecto importante en la disminucion de la tension interfacial de
aceites modelo.

e EIl bioproducto obtenido a partir de la cepa IMP-BL tiene buen potencial
para ser utilizado en la recuperacién de hidrocarburos.

e La dextrosa es una buena fuente de carbono favorece para la produccion
de biosurfactante a partir de la cepa IMP-BL. Sin embargo, la CMC es
muy baja por lo que se tienen que realizar mas estudios para aumentar la
CMC.
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Curva patrdon de azucares

y = 0.0069x - 0.0362
R* =0.9863
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Figura 27.-Curva patrén de azucares

Curva patrdon de proteinas

¥ = 0.0142x + 0.0784
R* =0.9795
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Figura 28.-Curva patrén de proteinas
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