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RESUMEN

Los bioproductos son una alternativa a los productos sintetizados quimicamente, debido
a que pueden ser igualmente eficientes en aplicacion y con algunas ventajas como su
biodegradabilidad, baja o nula toxicidad y por lo tanto mas amigables con el medio
ambiente. Estos productos pueden ser producidos como metabolitos primarios o
secundarios de plantas o microorganismos utilizando recursos naturales o residuos
agroindustriales. Dentro de este tipo de productos se encuentran los biosurfactantes y
biosolventes, los cuales pueden tener potencial aplicacion en la industria petrolera, en
especial en los procesos de recuperacion mejorada de hidrocarburos (EOR) por la
actividad surfactante que pueden presentar, reduciendo la tension interfacial en los
yacimientos petroleros y modificando la viscosidad del aceite crudo.

El objetivo general de este proyecto fue evaluar el efecto combinado de un bioproducto
de origen vegetal (biosolvente, BV) y otro de origen microbiano (biosurfactante, BS)
sobre la recuperacion y /o movilidad de crudo. El bioproducto BS fue producido con la
cepa IMP-T. Mientras que el bioproducto BV corresponde a un monoterpeno abundante
en la naturaleza y que puede ser obtenido a partir de residuos agroindustriales.

En la primera etapa de este proyecto se llevd a cabo la verificacion de la pureza,
crecimiento y produccion del bioproducto BS con la cepa IMP-T. Para evaluar la
produccién de BS se utilizaron las pruebas de dispersion de aceite (DA), tension
superficial (TS) y concentracién micelar (CMC). Mediante estas mismas pruebas se
evalud la actividad tensoactiva del bioproducto BV.

En la segunda etapa, con los bioproductos se prepararon mezclas a diferentes
concentraciones, a las cuales se les evalud su actividad tensoactiva mediante DA, TS y
tension interfacial (TI).

La tercera etapa consistio en evaluar el efecto de los bioproductos sobre crudo, para esto
se realizaron pruebas de desplazamiento de crudo a las mezclas con mejor efecto
tensoactivo, lo que permitié determinar las 2 mejores mezclas de los bioproductos y
posteriormente fueron evaluadas en un sistema de recuperacion de crudo a 30, 50 y
70°C.

Por ultimo, a la mezcla con mejor resultado en recuperacion de crudo se le determind su
efecto sobre la viscosidad de dos crudos (18 y 15° API).

El bioproducto BS mostré una disminucién de la TS de 28 mN/m, DA de 7 cm, una
CMC de 350 mg/L y un rendimiento de 18 g/L. Estos resultados corroboraron lo
obtenido en trabajos previos.

El bioproducto BV evaluado directamente y adicionado en agua presentd actividad
tensoactiva. Como producto puro tuvo una TS de 28 mN/m y provocoé dispersiones de
aceite de 9.4 a 14 cm con volUimenes de 2 a 25 pL. Adicionado en agua, el bioproducto
BV incrementd la dispersion de aceite de 0.3 (correspondiente al agua) a 1.5 cm, y
disminuyd la TS de 72 a 50 mN/m, con una CMC de 16,490 mg/L.

En la actividad tensoactiva de los bioproductos combinados se observo que la TS no fue
un pardmetro contundente para determinar su posible efecto sobre crudo. Mientras que
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las pruebas de DA y TI permitieron observar la influencia que los bioproductos pueden
tener sobre crudo. Algunas mezclas de bioproductos incrementaron los halos de
dispersion hasta 3.97 cm mas grande que los dos bioproductos solos. Con las mezclas
que tuvieron un efecto positivo de DA, se evalué la Tl observando disminuciones de 2 a
21.5 unidades de TI con respecto al bioproducto BS, con una disminucion minima de Tl
de 4 mN/m.

Las pruebas de movilidad (desplazamiento de crudo en placa de vidrio) sirvieron para
determinar méas claramente que mezclas de bioproductos generaban un efecto positivo
sobre el crudo. Las mejores mezclas de bioproductos, es decir, el bioproducto BV
(2,102.5 mg/L) con dos concentraciones diferentes de BS (1,440 y 18,000 mg/L),
tuvieron desplazamientos de crudo de 18° API, 5 veces méas grande que el bioproducto
BS solo. Mientras que el desplazamiento de crudo de 15° API, con las mismas mezclas
tuvo un incremento del 30 -50 %.

En recuperacion de crudo, la mejor relacion de bioproductos fue con 18,000 mg/L BS y
2,102.5 mg/L BV, con la que se obtuvo la mayor recuperacion (90%) a 70° C,
observandose que el efecto de los bioproductos fue afectado por la temperatura, ya que
a 30° C no se obtuvo recuperacién y en 50° C fue menor que a 70° C.

La recuperacion de 90 % en la mezcla puede ser atribuida a la accién de ambos
productos, o bien, al efecto sumado de ellos, porque el bioproducto BS recuperé 80.3 %
y el BV 10.2 %.

El efecto de la mejor relacién de bioproductos sobre la viscosidad de un crudo de 15°
API, tuvo el mismo valor que la del bioproducto BS, por lo que el efecto fue atribuido a
este Gltimo bioproducto y no a la mezcla. En cambio, la misma mezcla aplicada sobre
un crudo de 18° API, disminuyo6 un 52.7% la viscosidad del crudo original, comparado
con un 37.5% que disminuyd el bioproducto BS y un 31.9% el bioproducto BV.

Con los resultados obtenidos en este proyecto se confirma que la combinacion de los
dos bioproductos seleccionados puede mejorar el efecto generado sobre crudo y es
posible aumentar el porcentaje de recuperacion del mismo, sin embargo es importante
considerar que el efecto generado sobre crudo dependera de las caracteristicas propias
del crudo y/o del yacimiento.



1. INTRODUCCION

El petroleo es una fuente importante de energia y de productos para las industrias y la
vida diaria (Louvado et al., 2010). Lo que implica una alta demanda de hidrocarburos

originando la disminucién y agotamiento de las reservas petroleras.

Aunque existen varias tecnologias de extraccion de petroleo que pueden ser aplicadas
para incrementar la recuperacion de crudo, mas del 60 % queda atrapado en el
yacimiento y la mayor parte de éste corresponde a crudo pesado y/o extrapesado, dificil
de extraer (Sun et al., 2011). EI empleo de tecnologias avanzadas conocidas como
recuperacion terciaria o recuperacion mejorada de hidrocarburos (EOR, por sus siglas

en inglés) hacen posible incrementar el factor de recuperacion (Sen, 2008).

Dentro de las tecnologias EOR se encuentran los procesos térmicos, procesos de
inyeccion de gases, procesos quimicos y bioldgicos (Amarnath,1999; Kristensen, 2009).
Entre los procesos quimicos que han recibido atencién y estudio intensivo en las Gltimas
décadas esta el uso de quimicos con surfactantes, utilizados en dilucion o mezclas
(Yadali, 2009), por ejemplo se ha utilizado inyeccién de microemulsiones miscibles,
inyeccion de vapor con surfactantes-espumas e inyeccion de surfactantes-polimeros

inmiscibles con o sin alcali (Salager, 2005).

En otras aplicaciones de los surfactantes en la industria petrolera, se ha observado que
incorporados en mezclas con otros surfactantes o sustancias como sales minerales,
polimeros, aceites o solventes, pueden mejorar la biorremediacién de suelos
contaminados por hidrocarburos, por efecto de la sinergia que se genera entre los
componentes de dicha mezcla (Riojas et al., 2011c). Por ejemplo, mezclas de
surfactante con D-limoneno han mostrado mejorar la remocion de hidrocarburo y
mejorar el rendimiento del lavado del suelo (Riojas et al., 2011a), esto se debe a que el
efecto del surfactante es mejorado porque el solvente ayuda a la disolucion del

contaminante hidréfobo en la fase acuosa.

En otros trabajos se han evaluado mezclas de surfactante con solventes como proceso de
recuperacion de hidrocarburos, donde han logrado obtener tensiones interfaciales
menores a 0.1 mN/m y una recuperacion terciaria de crudo del 15 % (Wan et al., 2012),
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los resultados obtenidos sugieren la factibilidad que este tipo de mezclas pueden lograr

como proceso de EOR

Los surfactantes pueden ser sintetizados quimica o bioldégicamente, a estos Gltimos se
les domina biosurfactantes, los cuales pueden ser tan eficaces como los quimicos. En
ciertas aplicaciones los biosurfactantes tienen ventajas con respecto a los quimicos
como alta especificidad y la mayoria de estos son productos biodegradables y no tdxicos
(Singh et al., 2007).

Los biosurfactantes pueden ser producidos de manera ex Situ y posteriormente
inyectados al yacimiento, o bien, de manera in situ por microorganismos autdctonos o
inyectados, estimulados por la adicién de nutrientes (Gudifia et al., 2012). Los
biosurfactantes son (tiles para la recuperacion de hidrocarburos debido a que tienen la
capacidad de mejorar algunas propiedades de los aceites, disminuir la tension superficial
e interfacial y reducir la viscosidad, haciéndolos mas fluidos (Batista et al., 2006;
Salehizadeh y Mahammadizad, 2009).

Por otro lado, la utilizacion de los solventes también puede ayudar a movilizar el crudo
en los yacimientos, ya que provocan:

e Reduccion de viscosidad por difusion

e Transformando el crudo en uno mas ligero

e Reduccion de la tension interfacial

e Miscibilidad y mezcla de crudo y gas (Munroe et al., 2007)

De acuerdo a lo anterior, en este trabajo se pretende evaluar el efecto combinado de dos
bioproductos, uno de origen vegetal (biodisolvente) y otro de origen microbiano
(biosurfactante) con la finalidad de determinar si entre estos dos componentes se puede
producir sinergia en el efecto ocasionado sobre el crudo con repercusion en un
incremento o mejora de la recuperacion o fluidez de un crudo, ademéas de obtener un

producto amigable con el ambiente.



1.1 Petroleo

El petréleo es una mezcla compleja de hidrocarburos y heterocompuestos con origen en
la descomposicion de la materia organica a través de largos periodos de tiempo. Entre
sus componentes estan los hidrocarburos alifaticos, aromaticos, asfaltenos y resinas
(Bautista et al., 2011). El petr6leo también posee otros componentes como el azufre,
nitrégeno, oxigeno y otros constituyentes metalicos en baja proporcion (Acufia et al.,
2010). Al aumentar el peso molecular de los hidrocarburos las estructuras se hacen
complejas y dificiles de identificar quimicamente con precision, como es el caso de los

asfaltenos.

La industria petrolera clasifica a los hidrocarburos liquidos de acuerdo con su densidad

API (pardmetro internacional del Americam Petroleum Institute) (Tabla 1.1).

Tabla 1.1. Clasificacion de petréleo de acuerdo al Americam Petroleum Institute.

Densidad
Tipo de crudo glem?® API
Extrapesado >1.0 10.0
Pesado 1.0-0.92 10.0 - 22.3
Mediano 0.92-0.87 22.3-31.1
Ligero 0.87-0.83 31.1-39
Superligero <0.83 > 39

1.2 Tecnologias de recuperacion

Existen tres tecnologias de recuperacion de crudo: primaria, secundaria y terciaria, que
son aplicadas de acuerdo a las caracteristicas del crudo y del yacimiento, por lo que no

siempre son consecutivas (CNH, 2011).

La recuperacion de petroleo depende principalmente de las propiedades de las interfases

de crudo-agua-roca, asi como de las fuerzas capilares, angulo de contacto, mojabilidad,
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fuerzas viscosas Y la tension interfacial, que se encuentran relacionadas con un nimero
adimensional llamado namero capilar (Nca) (Ec. 1.1). EI nimero capilar es considerado
un parametro que mide la movilizacion del crudo y depende de las caracteristicas del
yacimiento y tipo de aceite (Bognolo, 1999; Kumar, 2012).

MV
N, = 2= Ec. 1.1

O-OW
Donde:
Mw = Viscosidad del agua
Vi = flujo volumétrico del fluido

oow = tension interfacial agua-aceite

Después de la inyeccion de agua como método de recuperacion secundario, cuando la
recuperacion de crudo cesa, el nimero capilar tipico es de 10°. Para poder recuperar
cantidades significativas de crudo, el nimero capilar debe incrementarse 3 6 4 6rdenes
de magnitud (Flores, 2009; Norman y Trombetta, 2007), lo mas cercano posible a 102
(Salager 2005).

1.2.1 Recuperacion primariay secundaria

La recuperacién primaria del petroleo aprovecha la energia natural, es decir, la presion
del propio yacimiento para conducir el crudo a través de la red de poros en la roca, por
lo que esta recuperacion depende de las propiedades de la roca del yacimiento, de los
fluidos y heterogeneidades geoldgicas (Romero, 2012). La recuperaciéon secundaria
tiene lugar cuando la presién del yacimiento tiende a caer y se vuelve insuficiente para
forzar que el petrdleo salga a la superficie. En esta etapa se inyectan liquidos externos
(agua o gases inmiscibles) para mantener la presion y desplazar el crudo del yacimiento
(Al-Sulaimani et al., 2011).

Durante la recuperacion primaria generalmente se produce de 5-20% de las reservas
totales de crudo del pozo, mientras que con la recuperacion secundaria se alcanza

valores de 30 a 40% de crudo extraido recuperado (Salager, 2005; Sen, 2008).



1.2.2 Recuperacion terciaria

La recuperacion terciaria 0 EOR es una opcion para poder extraer crudo remanente que
queda en los poros de la roca del yacimiento, después de la aplicacién de procesos de
recuperacion primaria y/o secundaria, o inclusive, de aquellos yacimientos que por sus
caracteristicas es dificil su extraccion. Estos métodos consisten en la inyeccion de
sustancias o procesos que modifican las propiedades de la roca y los hidrocarburos para
aumentar la permeabilidad de la roca y facilitar la movilidad del crudo (CNH, 2011). La
recuperacion terciaria puede lograrse mediante procesos térmicos, inyeccion de gases,

quimicos y/o bioldgicos.

Los procesos térmicos consisten en suministrar calor al yacimiento, principalmente a
través de vapor para reducir la viscosidad del crudo. Entre los procesos térmicos se
encuentra la inyeccién de fluidos calientes (agua), vapor y combustion in situ (Qadir et
al., 2011).

En los procesos de inyeccion de gases, pueden utilizarse gases miscibles o inmiscibles,
como el gas natural, gases enriquecidos con etano, propano o butano), CO,, nitrégeno y
gases de combustién (Colina, 2009).

Los procesos quimicos, consisten principalmente en la inyeccion quimica de polimeros,
tensoactivos, alcalis o combinaciones de éstos, como alcali-polimeros (AP), alcali-
surfactante-polimero (ASP) y surfactante-polimero (SP). Los alcalis y surfactantes
inyectados pueden reducir la tensién interfacial entre el agua y el crudo, mientras que
los polimeros provocan que la solucion acuosa sea mas viscosa (Abdalla y Tan, 2012;

Alvarado y Manrique, 2010).

Los procesos bioldgicos, también son conocidos como recuperacién mejorada de
hidrocarburos via microbiana (MEOR por sus siglas en inglés, Microbial Enhanced Oil
Recovery). En estos procesos se emplean microorganismos o sus bioproductos para la
recuperacion de crudo residual como son los biopolimeros, gases, acidos, disolventes,
biomasa y biosurfactantes (Bryant y Lockhart, 2002; Rashedi et al., 2012). Estos
ultimos han llamado la atencion, debido a sus ventajas con respecto a los surfactantes
guimicos, como baja toxicidad, biodegradabilidad y mejor compatibilidad con el medio
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ambiente, Ademas, los biosurfactantes pueden ser competitivos econémicamente, ya
que pueden ser sintetizados a partir de fuentes renovables y tener actividad a
condiciones extremas de temperatura, pH y salinidad (Khopade et al.,2012)

1.3 Surfactantes

Los surfactantes, también llamados tensioactivos, son moléculas anfifilicas (Fig. 1.1)
con una proporcion hidrofilica (polar) y otra hidrofébica (no polar) que pueden ser
sintetizados de manera quimica o bioldgica (Jiménez et al, 2010). La actividad de los
tensoactivos puede ser indicada mediante parametros como tension superficial (TS) e
interfacial (T1) y concentracion micelar critica (CMC, Seccion 1.3.2) (Raiger y Lopez,
2009; Salager, 2002).

Aire 0 aceite

Parte apolar
—
Interfase
Parte polar
—_—
Agua

Figura 1.1. Molécula anfifilica.

Los surfactantes pueden orientarse en diferentes direcciones dependiendo de su
concentracion, composicion quimica y de la naturaleza del medio en el que se
encuentren. Los usos y cualidades de los surfactantes provienen de dos propiedades
fundamentales: la capacidad de adsorberse a las interfases y su tendencia a asociarse
(Avila et al., 2003). Estas propiedades hacen que los surfactantes sean capaces de
reducir la tension superficial e interfacial y formar microemulsiones donde los
hidrocarburos pueden solubilizarse en agua o el agua en hidrocarburos, caracteristica
que los hace versatiles en aplicaciones industriales como detergentes, emulsificantes,

espumas, dispersantes, entre otros (Desai y Banat, 1997).



1.3.1 Estructuray forma micelar

Los surfactantes tienden a asociarse y esto ocurre cuando se acumulan, iniciando por
adsorberse en las interfases disponibles, luego su concentracion aumenta hasta que se

forman las primeras micelas (por arriba de la CMC) (Riojas et al., 2011).

Una micela es un conglomerado dinamico de moléculas de surfactante (mondmeros), en
la cual se satisface su doble afinidad (polar y no polar) (Avila et al., 2003). Las micelas
se forman y estabilizan por un equilibrio intermolecular (Rangel et al, 2005), que puede
ser explicado mediante el efecto hidrofobo y las fuerzas entre las regiones polares
(interacciones hidrofdbicas).

El efecto hidréfobo es un fendmeno que compensa una entropia termodinamicamente
desfavorable debida a los enlaces de hidrogeno e interacciones electrostaticas entre las
moléculas polares y no polares. Las moléculas del agua fuerzan a las moléculas del
hidrofobo a agruparse y ocupar el minimo espacio. Este fenémeno es conocido como el
efecto hidrofobico (Bhairi et al., 2007).

Existen dos tipos de micelas (Fig. 1.2), la micela normal donde los grupos hidrofilicos
(cabezas) de la molécula de surfactante estan en contacto con la fase polar, mientras
que las porciones hidrofdbicas (colas) se localizan en el centro de la micela, lejos del
ambiente polar. Contrario a esto, en la micela inversa los grupos hidrofilicos de la
molécula estan contraidos hacia dentro de la micela en una fase no polar (Tyowua et al,
2012).

o by

Figura 1.2. Micela normal (A) y micela inversa (B).



El nmero de monomeros que forman una micela (nimero de agregacion) determina la
geometria y tamafio de la misma. Ademé&s, cambios en la temperatura, pH,
concentracion de surfactante, aditivos en la fase liquida (como un alcohol) y grupos
estructurales pueden causar cambios en el tamafio, forma, y numero de agregacion de
las micelas (Avila et al, 2003; Douglas, 2006; Sagar et al, 2007).

1.3.2 Concentracion micelar critica (CMC)

La concentracion micelar critica (CMC), es un parametro caracteristico de los
surfactantes que se define como la concentracion en la que se alcanza la minima tension
superficial y por arriba de este valor el surfactante forma micelas espontaneamente (Fig.
1.2) (Jiménez et al., 2010). Otras propiedades fisicas con las que se puede determinar la
CMC son: conductividad eléctrica, presion osmética, tension superficial e indice de
refraccion (Muhammad y Sakhawat, 2008; Schramm et al, 2003).

La CMC se determina graficando la propiedad fisica (tension superficial) contra
concentracion del surfactante (Fig. 1.2). EI comportamiento del surfactante es primero
posicionarse como mondmeros en la interfase y conforme se aumenta su concentracion
la tension superficial disminuye hasta mantenerse constante, al llegar a la minima
tension el surfactante forma micelas espontaneamente y es en este punto donde se
localiza la CMC.

Por arriba del valor de la CMC, las micelas pueden deformarse para producir
conglomerados micelares en forma de geles, cristales liquidos y microemulsiones (Avila
et al., 2003). El valor de la CMC depende de la naturaleza de la molécula del
surfactante y es afectado por cambios de temperatura y presencia de electrolitos (Riojas
etal., 2011).
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CMC

Tension superficial

L 2
L 2
L 2
L 2
L 2
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Concentracion

A B = Interfase
% o
LA
Mondomeros
C Micela D
Conglomerado
S micelar

Figura 1.2. Representacién grafica de la CMC y comportamiento del surfactante con
respecto al aumento de la concentracion. A) Moléculas de surfactante (mondmeros). B)
Monomeros colocados en la interfase. C) CMC (los mondmeros se asocian para formar
micelas). D) Conglomerados micelares.

1.3.3 Clasificacién de surfactantes

La clasificacion de los surfactantes es de acuerdo a la manera en que se disocian en el

agua, los cuales pueden ser i0nicos, no iénicos y anfoteros (Cantarero, 2010).

e Surfactantes ionicos son aquellos con fuerte afinidad al agua, se clasifican en
catiénicos y anionicos. Los surfactantes catidnicos tienen el grupo hidrofilico
cargado positivamente, en general, son compuestos cuaternarios de amonio. Los
anionicos estan cargados negativamente el grupo hidrofilico, contiene grupos

como sulfatos o sulfanatos de sodio (Mishra et al., 2009).
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Surfactantes no ionicos, son aquellos que no generan iones y no se ionizan en
solucion acuosa, poseen grupos hidrofilos como alcohol, fenol, éter o amida. El
grupo hidréfobo es generalmente un radical alquilo o alquil benceno y a veces
tienen una estructura de origen natural como un cido graso (Salager, 2002).

Surfactantes anfoteros, estos pueden ionizarse en medio acuoso originando
surfactantes anionicos o cationicos y se clasifican en anfolitos o n-alquil
betainas. Los primeros en medio basico son aniénicos y en medio acido son
cationicos, por lo que son sensibles al cambio de pH, mientras que los segundos
no poseen protones hidrolizables, adquieren la naturaleza cationica en medios
fuertemente acidos y no son sensibles a la dureza del agua ni al valor de pH
(Sustersick, 2004).

1.3.4 Actividad de los surfactantes

La actividad de los surfactantes esta relacionada con su capacidad de adsorcion y auto-

asociacion debida a su estructura quimica y al medio en el que se encuentren disueltos.

Las actividades que pueden presentar los surfactantes y que definen su aplicacion de

acuerdo a los requerimientos del proceso en las industrias son:

Actividad surfactante. La accion surfactante esta relacionada directamente con el
cambio de tensién en la interfase que un agente surfactante produce (Aguilera et
al., 2002). Los surfactantes son empleados en procesos de galvanizado como
inhibidores de corrosion, al reducir la tension superficial puede modificar el
tamafo de cristales del metal depositado sobre la placa metélica e incluso mejora
la apariencia de la misma, mientras méas reduzca la tension superficial mejores

seran los resultados (Malik et al., 2011).

Actividad emulsificante. Los surfactantes intervienen de dos maneras en la
formacion de emulsiones; reducen la tension superficial entre los liquidos
inmiscibles; por otro lado, forman una pelicula interfacial entre el liquido

disperso (fase interna) y el medio continto (fase externa), estabilizando la
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mezcla, es decir, evitando la separacion de los liquidos inmiscibles. La
importancia de estos productos radica en el uso simultaneo de sustancias
hidrosolubles y liposolubles con diferentes funciones en el proceso (Mifiana y
Goncalves, 2011). En la industria farmacéutica se aprovecha esta actividad para
mejorar la biodisponibilidad oral de farmacos lipofilicos, como los acidos grasos
(Tan et al., 2007).

Actividad solubilizante. La accién solubilizante est4 condicionada por la CMC,
es decir, por la formacion de micelas. La importancia de esta estructura reside en
que es posible solubilizar en su interior determinados compuestos que no serian
solubles en el solvente en que se encuentran (Marfisi, 2005). Por ejemplo, el
percloroetileno  (contaminante 6rgano-clorado mas reportado en aguas
subterraneas) es removido al aumentar su solubilizacion en agua mediante el uso
del surfactante Tween 80 (Moreno et al., 2011)

Actividad humidificante. Consiste en el desplazamiento de un fluido en contacto
con una superficie, por otro fluido; este proceso implica la participacion de al
menos tres fases (Sunayana, 2010). En horticultura, los surfactantes al ser
aplicados en plantas pueden mejorar la disponibilidad de nutrientes para las
plantas, sin alterar las caracteristicas fisicas del sustrato, con respecto al agua se
puede mejorar la infiltracion o filtracion en suelo, evitar su evaporacion y

aumentar la eficiencia en su uso en la agricultura (Guillén y Urrestarazu, 2012).

Actividad espumante. La formacion de espuma estd relacionada con la
reduccion de la tensién superficial y la formacion de una pelicula de surfactantes
absorbidos en la superficie de las burbujas de gas disperso. Esta actividad es
principalmente observada en productos de limpieza de uso personal y de
lavanderias, la espuma permite remover la suciedad (Schramm et al., 2003).

Actividad dispersante. Es utilizada para la preparacion de dispersiones con
solidos finamente divididos en un liquido. La inestabilidad de una suspension
puede manifestarse por la sedimentacion, aglomeracion del solido, floculacién y

por recristalizacion. En las industrias alimenticia, farmaceutica y cosmetologa
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esta actividad permite fijar uno o varios ingrediente activos en un medio que lo

hace disponible para su uso o consumo (Bajaj et al., 2011; Bleve et al., 2011)

1.3.5 Surfactantes en la industria petrolera

La aplicacion de surfactantes en la industria del petréleo ha sido diversa y tiene gran
importancia practica en varias areas como recuperacion mejorada de petroleo, en
procesos de corrosion, limpieza de derrames de petroleos, fluidificacion del bitumen,
emulsiones asfalticas y deshidratacion crudo (Tabla 1.2). Todos estos procesos implican
fendmenos interfaciales e interacciones quimicas de superficie (Alonso et al., 2009;
Kanicky et al., 2001, Schramm et al., 2003).
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Tabla 1.2. Aplicaciones de los surfactantes en la industria petrolera.

Proceso

Efecto

Lodo de perforacion

EOR

Corrosion

Limpieza de derrames

petroleros

Fluidizacion de

bitumen

Empleado como dispersante y emulsionante para estabilizar el lodo de perforacion que es una mezcla compleja
formada a partir de agua, material rocoso, arcilla y sales de metales pesados.

Utilizados para movilizar el crudo remanente en yacimientos maduros o que por las caracteristicas propias del crudo
0 yacimiento resulta dificil su extraccion. Los surfactantes diluidos o en mezcla pueden movilizar el crudo mediante
el cambio de propiedades como tension superficial e interfacial o viscosidad.

Se pueden utilizar como inhibidores de corrosion para el cuidado de piezas metélicas, disminuyen principalmente la
humectabilidad del agua, salmuera y movilidad de iones en la superficie, asi como las posibles interacciones
quimicas de agentes oxidantes y propagacion de puentes conductores entre el anodo y el catodo.

En zonas marinas, soluciones con surfactantes se utilizan de dos maneras, primero las soluciones son adicionadas
con la finalidad de disminuir la tension superficial para que el crudo se contraiga y sea mas féacil su recoleccion. Este
proceso no suele ser suficiente y aln permanece crudo, por lo que se afiade otra solucion de surfactante que actla
como dispersante para facilitar la degradacién del crudo. En suelos contaminados por hidrocarburos, los surfactantes
solos 0 en mezclas son eficaces en la eliminacion de componentes oleosos cambiando el estado de humectacion de la
superficie y desorcién de los contaminantes durante el lavado del mismo.

El bitumen es un hidrocarburo que se produce naturalmente en una fase semi-solida o sélida de alta viscosidad. Para

reducir su viscosidad, los surfactantes forman emulsiones aceite en agua, lo que aumenta la fluidez del mismo.
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Tabla 1.2. Aplicaciones de los surfactantes en la industria petrolera (continuacion).

Proceso

Efecto

Emulsiones asfalticas

Separacion aceite/agua
y deshidratacion de

crudo

Los surfactantes se adicionan para formar emulsiones de aceite en agua (asfalto dispersado en una fase continua de
salmuera). ElI empleo de estas soluciones facilita el proceso de pavimentacion en carreteras al fijar mas facil el
asfalto al suelo, mejorando con ello su resistencia.

Algunos procesos suelen ser afectados por la presencia de emulsiones, debido principalmente a la cantidad de agua.

El uso de surfactantes como des-emulsificantes se considera una alternativa para favorecer la separaciéon de cada una

de las fases.

Referencia: Kanicky et al., 2001; Schramm et al., 2003.
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1.4 Bioproductos

Los bioproductos son compuestos hechos con algun componente de materiales
biologicos o renovables. El prefijo “bio” se refiere a los insumos derivados de fuentes
bioldgicas como los provenientes de microorganismos, la agricultura y / o elaboracion
de alimentos (Thimmanagari et al., 2010). Uno de los bioproductos disponibles son los
aceites vegetales o animales, es decir, grasas, que pueden ser transformadas y/o
empleadas como biocarburantes, biosolventes, biodetergentes, biolubricantes,

bioplasticos o biomateriales con diversas aplicaciones (Marechal et al., 2010).

Los bioproductos suelen ser clasificados de la siguiente manera:
e Bioenergéticos: combustibles liquidos, biomasa sélida para la combustion y
combustible gaseoso.
e Biomateriales: bioplasticos, espumas bioldgicas, biocompuestos fabricados a
partir de la agricultura como telas y biofibras.
e Bioquimicos:
o Tipo industrial: &cidos grasos, aceites vegetales, resinas, lubricantes,
solventes, pinturas, biosurfactantes y biopolimeros.
o Tipo farmacéutico: enzimas, anticuerpos, vacunas y medicamentos.

o Tipo cosmético, jabones, cremas y lociones.

Actualmente los bioproductos son una alternativa a los recursos fésiles o aquellos
sintetizados quimicamente debido a que pueden ser igualmente eficientes en aplicacion
y ser obtenidos a partir de residuos industriales de tipo bioldgico. Las emisiones
contaminantes para el medio ambiente, tanto para el aire, agua y tierra, que se asocia
con la fabricacién de los bioproductos son reducidas. Ademas la toxicidad y los
impactos en la salud humana y la seguridad son menores o nulos con el uso de este tipo
de productos (Paster et al., 2004).

En la industria petrolera, los bioproductos solos o en mezcla (por ejemplo:
microorganismos y sus metabolitos, biopolimeros, biosolventes y biomasa) han sido
utilizados en areas como biorremediacion y lavado de suelos, recuperacion mejorada de

hidrocarburos y limpieza de tanques de almacenamiento debido a tienen la capacidad de

17



degradar y /o modificar las propiedades del crudo (Rashedi et al., 2012; Riojas et al.,
2010).

1.4.1 Biosurfactantes

Los biosurfactantes son moléculas anfifilicas sintetizadas por microorganismos
(Dehghan et al., 2010), estas moléculas poseen una o varias partes lipofilicas e
hidrofilicas, la parte lipofilica puede ser una proteina o un péptido con proporcién
hidrocarbonada de alto peso molecular principalmente un éacido graso (de 10 a 18
carbonos), mientras que la parte hidrofilica puede ser algln éster, hidroxido, fosfato o

grupo carboxilico (Bognolo, 1999).

De acuerdo a su estructura quimica y origen microbiano, los biosurfactantes se pueden
clasificar en 5 grupos: (1) fosfolipidos, acidos grasos y lipidos naturales, (2)
glicolipidos, (3) péptidos, (4) biosurfactantes poliméricos y (5) biosurfactantes

particulares (componentes de la pared celular) (Singh, 2012).

La produccion de biosurfactantes se puede ver influenciada por el tipo y condiciones de
medio de cultivo de los microorganismos que lo producen (Amezcua et al., 2007). La
fuente de carbono induce o reprime la sintesis del biosurfactante, por ejemplo, una
fuente de carbono inmiscible en agua como aceites vegetales y acidos grasos han
mostrado mejorar los rendimientos de glicolipidos (Magsood y Jamal, 2011). El
nitrégeno puede ser un elemento clave en la regulacion de la sintesis de biosurfactante,
de igual manera se puede deber a la limitacion o presencia de cationes multivalentes
como magnesio, calcio, potasio, sodio y elementos trazas. Condiciones de operacion
como temperatura, agitacion y disponibilidad de oxigeno afectan el crecimiento y
actividad microbiana, por lo tanto la produccion de biosurfactantes (Batista et al, 2006;
Cameotra et al, 1998).

Una de las principales caracteristicas de los biosurfactantes que los hace aplicables en
EOR es que tienen la capacidad de localizarse en sistemas inmiscibles liquido/liquido
(agua-aceite), solido/liquido (roca-agua o roca-aceite) y gas/liquido, con ello pueden
actuar aumentando la permeabilidad de la roca del yacimiento, reducir la viscosidad, la
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tension superficial e interfacial del aceite, modificar la solubilidad de los componentes
aumentando la movilidad del crudo, ademéas suelen presentar actividad emulsificante
(Batista et al, 2011; Bognolo, 1999; Hong, 2011; Perfumo et al., 2008).

1.4.2 Biodisolventes

En general los solventes son compuestos organicos volatiles utilizados de manera
individual o en combinacion con otros agentes sin sufrir cambio quimico para disolver
materias primas, productos, materiales o bien se utilicen como agentes de limpieza para
disolver impurezas, como medios de dispersion, agentes tensoactivos, plastificantes y
modificadores de la viscosidad (SEDEMA, 2008).

Los biosolventes, son materias primas de origen biolégico, microbiano, vegetal o bien,
obtenidos a partir de fuentes renovables. Dentro de éstos se encuentran los terpenos, que
pueden ser una alternativa al uso de solventes clasicos (organicos o quimicos) pues se
consideran productos amigables con el ambiente debido a su biodegradabilidad y baja o
nula toxicidad (Dejoye et al., 2012; Pérez et al., 2011).

Los terpenos se han utilizado como agentes de limpieza para remover petréleo por su
alta eficiencia. Estos actlan principalmente removiendo el petréleo por afinidad y
estimulando la biodegradacion del petréleo por microorganismos locales (Bravo y
Ovando, 2008). Un ejemplo de estos compuestos es el D-limoneno, el cual ademas
puede llegar a producir un efecto sinérgico cuando se mezcla con surfactantes para la

remediacion de suelos contaminados con hidrocarburos (Riojas et al., 2011a).

1.4.3 Terpenos

Los terpenos son compuestos formados por la union de unidades pentacarbonadas

ramificadas relacionadas con el isopreno (Fig. 1.4). Aunque la inmensa mayoria de los

terpenos son compuestos especificos del reino vegetal (metabolitos secundarios),

también pueden encontrarse en los animales (Bokanka, 2006).
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Figura 1.4. Estructura quimica de terpenos, isopreno (a) y limoneno (b).

Los terpenos se pueden clasificar con base en la cantidad de isoprenos presentes en la
molécula, van desde los hemiterpenos que comprenden cinco carbonos (un isopreno),
hasta aquellos de varios o miles unidades como los monoterpenos (C10), sesquiterpenos
(C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) y tetraterpenos (C40) (Agostini et al., 2012).

Algunas empresas se dedican a la transformacion de los terpenos debido a que es un
producto abundante y de poca utilidad. Los aceites esenciales estan compuestos hasta un
90% de terpenos (mono Yy sesquiterpenos), el resto corresponde a una fraccion
oxigenada (la de mayor interés industrial) y una fraccion no voléatil (Montiel, 1985).

Los terpenos son considerados disolventes naturales con propiedades técnicas y
quimicas extraordinarias, que representan una alternativa optima a los disolventes
derivados del petrdleo en diferentes aplicaciones industriales (Dejoye et al., 2012). Las
industrias farmacéutica y alimenticia han explotado los terpenos por sus potencialidades
y efectividad en los medicamentos y como saborizantes. Ademas, son utilizados en la
formulacién de insecticidas, cosmeticos, limpiadores, agentes antialérgicos y
disolventes, inclusive terpenos como el cumeno, limoneno, carvona y pineno han tenido

aplicacion en estudios de biorremediacién (Zwenger y Basu, 2008).

1.4.3.1 D-Limoneno

El d-limoneno (Fig. 1.4) es un monoterpeno biodegradable de baja toxicidad presente en
residuos agricolas, procedentes principalmente de cascaras de citricos, separado de los
aceites por un proceso de deterpenacion. EIl limoneno puede ser considerado economico

debido a que se encuentra distribuido en al menos 300 especies vegetales, pudiendo
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lograr su obtencion a partir de subproductos generados de la industria de jugos de

citricos (Castellanos et al., 2007; Dejoye et al., 2012).

El creciente interés del limoneno ha surgido por sus cualidades de limpiador,
desengrasante y dispersante (Riojas et al, 2011). Este producto es empleado como
disolvente de resinas, pigmentos, tintas, pinturas y en la fabricacion de adhesivos
(Lladro, 2011).
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2. ANTECEDENTES

El petréleo remanente en yacimientos después de la recuperacion primaria y secundaria
queda atrapado en los medios porosos debido a las fuerzas superficiales e interfaciales
(fuerzas capilares), fuerzas de viscosidad y heterogeneidades del yacimiento, por lo que
se puede considerar una eficiencia de recuperacion baja de estos procesos (Abdalla y
Tan, 2012). Una alternativa para incrementar el porcentaje de recuperacion es mediante
el uso de procesos de recuperacion mejorada de petréleo, entre ellos, la inyeccion de
surfactantes debido a la actividad de superficie que presentan, pues han demostrado ser
eficaces al reducir la tensién interfacial y movilizar el petréleo remanente, aumentando
la cantidad de produccién de crudo. La inyeccion de surfactantes ha sido aplicada con
éxito en el campo de Illinois donde fue posible recuperar un 60% del crudo residual y en
Oklahoma se recuper6 un tercio del crudo que aun permanecia en el yacimiento (Wan y
Soo, 2012).

Algunas mezclas de surfactantes con otras sustancias como los solventes pueden
generar sinergias (Riojas et al., 2011) El uso de estas mezclas en un proceso de
recuperacion de crudo puede tener 3 finalidades: 1) obtener propiedades en la mezcla,
que no poseen por si solos los componentes y aprovechar cada una de sus propiedades
individuales, 2) mejorar alguna propiedad de los componentes, y 3) obtener una

propiedad nueva, distinta a la de los componentes puros (Anton, 1993).

En procesos de recuperacion mejorada (EOR, pos sus siglas en inglés) se han evaluado
y aplicado mezclas con surfactantes y solventes, alcalis, polimeros, &cidos o en
emulsiones con agua Yy aceite, obtenido buenos resultados en recuperacion de crudo
(Tabla 2.1).

En la industria quimica, se busca sustituir los productos sintetizados quimicamente por
bioproductos, que pueden ser igualmente eficientes y ser generados a partir de residuos
agroindustriales y forestales (Monreal, 2008). La implementacion de procesos
biotecnologicos y/o bioproductos en la industria petrolera, permite disminuir la
contaminacion, remocion bioldgica de azufre y metales por enzimas o bacterias, asi

como la transformacion de asfaltenos en crudos més ligeros (Batista et al., 2011). Por lo
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tanto, los surfactantes quimicos pueden ser sustituidos por biosurfactantes en los

procesos EOR.

En algunos trabajos proponen adicionar solventes aromaticos como los monoterpenos
en formulaciones agua-aceite-surfactantes, debido a su afinidad por los asfaltenos
(Salager et al., 2009). EI monoterpeno que puede ser empleado en estos procesos es el
d-limoneno, debido a que es el monoterpeno mas abundante en la naturaleza y que

representa mas de 90% de aceite de cascara de naranja (Lemos y Pastore, 2007).

El d-limoneno es un solvente biodegradable, seguro y eficaz para disolver hidrocarburos
pesados de petroleo (Carvel y Cartwright, 2005). Como solvente ha sido utilizado en
mezclas con surfactantes con diferentes usos industriales (Tabla 2.2.), en disolucion de
hidrocarburos se ha empleado en biorremediacion de suelos contaminados por

hidrocarburos y en limpieza de tanques de almacenamiento.
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Tabla 2.1. Mezclas de surfactantes y otras sustancias, utilizadas en procesos EOR.

Tipo de mezcla Componentes Descripcion Resultado Referencia
Surfactante Polimero de sulfonato de metil El surfactante es elaborado a partir de aceite de TI<0.1mN/m Abdalla y Tan,
polimérico- alcali éster (sulfonato de metil éster de  Jatropha, que es una materia prima barata, natural y 16% Rec. 2012

sodio con acrilamida) renovable. La mezcla actla reduciendo la tension
interfacial y manteniendo la viscosidad.
Surfactante cationico DDAB (bromuro de Los surfactantes solos llegan a recuperar entre el 16.8 y  T1<0.1mN/m. Gogoi, 2010

y anionico

Emulsiones

diodecildimetilamonio) y SLS

(lignosulfato de sodio)

Nanoemulsion

Surfactante (Tergitol 15-S-7,
Tergitol 15-S-9 6 Tergitol 15-S-
12), aceite mineral y NaCl.
Microemulsion

Dodecilsulfato de sodio (SDS),

propanol, pentano y cloruro de

sodio

36.8% de crudo. Generan sinergia al reducir la TI
debido a que su accion mejora en las interfases
liquido-liquido y liquido-sélido.

Las soluciones tienen un tamafio de gota de la fase
dispersa de 23 a 500 nm, lo que permite que penetren
los componentes facilmente en medios porosos y asi
mejorando su efecto sobre el crudo.

En la preparacion requieren un minimo consumo de
energia, las soluciones tienen un tamafio de gota de la
fase dispersa menor de 100nm. Las soluciones acttan

tanto en la fase acuosa como en la oleosa.

46.45% Rec.

Reduccion de

Mandal y Bera,

permeabilidad desde 2012

5 hasta 0.025.
25% Rec.

20% de recuperacion Kumar et al.,

hasta salinidades del
9%

2012

%Rec.: porcentaje de recuperacion de crudo; T1: tensién interfacial
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Tabla 2.1 Mezclas con surfactantes en procesos EOR (continuacion).

Tipo de mezcla Componentes Descripcion Resultado Referencia
Surfactantes- Surfactante(s)-alcano De acuerdo al caracter hidrofobo de los surfactantes En algunas mezclas  Rosen, 2005
solventes Surfactante(s) (Aerosol TR, Aerosol  solos o combinados, se alcanzan Tl bajas o se alcanzan valores

OT, Arquad 2C, Arquad 2HT , ultrabajas (<0.01 mN/m), con las que se puede de Tl de magnitud de
C16AS 6 C16TMAC) y alcano recuperar o movilizar crudo de yacimientos. 10° mN/m

(decano, dodecano 6 tetradecano)
Surfactante- alcohol Los alcoholes pueden generar una fase intermedia de TI1<0.05 mN/m Wan et al., 2012

Polisorbato 20 con alcohol (propanol, microemulsion, y por tanto reducir la TI<0.01 15% Rec. con la
butanol, hexanol u octanol) mN/m. El surfactante (polisorbato 20) al ser de tipo mezcla de octanol.
no iodnico tiene la ventaja de no ser afectado por la

temperatura ni la salinidad.

Alcali-surfactante- Metaborato de sodio, sulfato de T1<0.01mN/m
polimero (ASP) polioxietilen-polieoxipropilen- % Rec. 25.8a 32.6

nonilfenol-éter y poliacrilamida ) ] o %.

) ) La TI es reducida debido a un efecto sinérgico entre
hidroxilada. Chenetal., 2013
_ _ los componentes.

Alcali-surfactante Metaborato de sodio y sulfato de T1<0.01 mN/m
(AS) polioxietilen-polieoxipropilen- 11.5-18.8%.Rec.

nonilfenol-éter.

TI: tension interfacial,, %Rec.: porcentaje de recuperacion de crudo
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Tabla 2.2. Aplicaciones de d-limoneno en mezclas con surfactantes.

D-limoneno mezclado con

Industria Descripcion Referencia
Surfactante Otras sustancias
Alimentos Tween 80 Agua Facilita la solubilizacion de ingredientes en medio Leser et al., 2009
acuoso.
Tween 60 Etanol, agua y La microemulsion se utiliza como vehiculo de Spernath et al., 2002

Biorremediacion
de suelos

contaminados

Limpieza

Pesticidas

Hostapur SAS (sal sodica de

sulfonato de alcano secundario)

Surfacpol 760 o Tween 80

Cola®Mulse SBC

Surfactantes aniénicos,

noidnicos o mezclas de ambos

APSA-80y Silwet L-77

propilenglicol

Agua, n-butanol y

tolueno

Agua

Agua e isopropanol

Aguay

propilenglicol

Agua

licopeno (suplemento alimenticio)

Inyeccion de nutrientes y extraccion de contaminantes

mediante solubilizacion.
Facilita desorcion y remocion de hidrocarburos,

ademas aumenta la biodisponibilidad y degradacion

de hidrocarburos por microorganismos.

Facilita el proceso de limpieza por la adicion de d-

limoneno como solvente.

Facilita que el d-limoneno actué como pesticida.

Haegel et al., 2009

Riojas et al., 2010

Colonial Chemical,
Inc., 2006

Matta, 2005

Hollingsworth, 2005
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3. JUSTIFICACION

A pesar de existir diversos métodos para la recuperacion de crudo en yacimientos, el
factor de recuperacion continta siendo bajo (cercano al 50%), por lo que se sigue
investigando sobre la aplicacion de nuevas o mejores tecnologias, como es el caso de las
mezclas de surfactantes con otros componentes que permitan mejorar la recuperacion de

crudo.

En procesos de la industria petrolera como EOR y biorremediacion, se han reportado
mezclas de surfactantes con polimeros, alcoholes, solventes y aceites, entre otros. El
interés de estas mezclas en EOR, radica en su capacidad de reducir la tension interfacial
a valores menores de 0.01 mN/m que permiten aumentar el nimero capilar por lo menos

3 0 4 unidades y obtener asi, una recuperacion significativa de crudo.

Por otra parte el continuo avance en procesos biotecnologicos permite su empleo en casi
cualquier area, por tratarse de procesos sustentables. Bioproductos generados a partir de
estos procesos pueden ser producidos empleando subproductos o residuos de diferentes
industrias, sin tener que comprometer los recursos de futuras generaciones. Los
bioproductos son compuestos biodegradables de baja o nula toxicidad, considerados

amigables con el ambiente al disminuir los dafios por contaminacion.

El empleo de bioproductos como los biosurfactantes ha sido de interés en la industria
petrolera, ya que al igual que los surfactantes quimicos pueden reducir la tension
superficial e interfacial y presentar actividad emulsificante y dispersante, ademas de ser
estables a elevadas condiciones de temperatura, pH y salinidad. Por otro lado, los
biosolventes también son de interés para la industria petrolera, ya que al ser miscibles

en crudos pueden diluir, solubilizar, dispersar y disminuir su viscosidad.

De acuerdo a lo anterior se pretende que al combinar un biosurfactante, de origen
microbiano con un biosolvente (bioproducto de origen vegetal) se pueda generar un
efecto sinérgico sobre crudo al aumentar la eficiencia en su recuperacion y/o mejorar su

movilidad.
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4. HIPOTESIS

La combinacion de dos bioproductos: uno de origen vegetal y otro de origen microbiano

produce una mayor eficiencia en la recuperacion y/o movilidad de crudo.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto combinado de un bioproducto de origen vegetal y otro de origen

microbiano en la recuperacion y /o movilidad de crudo.

5.2 Objetivos particulares

. Seleccionar un microorganismo productor de biosurfactante (BS)

. Producir un biosurfactante a partir del microorganismo

. Seleccionar un bioproducto de origen vegetal (BV)

. Determinar el efecto tensoactivo del bioproducto vegetal

. Determinar la relacion de los bioproductos de diferente origen en una mezcla

con mayor efecto tensoactivo
. Evaluar el efecto de los bioproductos de manera individual y combinados sobre

crudo.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En la figura 6.1 se muestra la estrategia experimental utilizada en este trabajo. La
primera etapa de la experimentacion fue realizada en dos partes de acuerdo a cada uno
de los bioproductos seleccionados:
1) Seleccidn, verificacion de la pureza y actividad del microorganismo productor
de BS, para posteriormente realizar la produccion de BS.
2) Seleccién y determinacion de la actividad tensoactiva del bioproducto vegetal
(BV).

Con los bioproductos seleccionados se prepararon mezclas a diferentes concentraciones,
a éstas se les evaluo su actividad tensoactiva mediante pruebas de dispersion de aceite,

tension superficial e interfacial.
Posteriormente se evalud el efecto de las mezclas con mayor actividad tensoactiva sobre
crudo mediante una prueba de movilidad (desplazamiento de crudo en placa de vidrio),

lo que permiti6 determinar las 2 mejores mezclas de los bioproductos.

La mezcla de bioproductos fue evaluada en un sistema de recuperacion de crudo (medio

poroso impregnado de crudo) a diferentes temperaturas (30, 50 y 70 °C).

Por altimo, se determiné el efecto de la mezcla de bioproductos sobre la viscosidad de

un crudo.
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Figura 6.1. Diagrama experimental.
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7. METODOLOGIA

7.1 Seleccién del bioproducto de origen microbiano (BS)

El bioproducto de origen microbiano (BS) utilizado en este trabajo, se trata de un
biosurfactante producido por la cepa IMP-T. Este microorganismo fue seleccionado de
acuerdo a trabajos previos realizados sobre produccion de biosurfactantes en el area de
Biotecnologia del IMP (Contreras, 2012; Daniel, 2011).

7.2 Produccién del biosurfactante

Antes de llevar a cabo la produccién del biosurfactante (BS), la cepa IMP-T aislada de un
sitio contaminado con hidrocarburos fue reactivada, caracterizada macro y
microscopicamente, evaluada en cuanto a su crecimiento y actividad tensoactiva y

conservada.

7.2.1 Reactivacion del microorganismo productor de biosurfactante

A partir del microorganismo conservado a -70° C con glicerol en viales criogénicos, se
procedié a su reactivacion en medio liquido con caldo nutritivo, para la adaptacion del
microorganismo. Lo anterior se realizd en matraces de 250 mL con 100 mL de medio de
cultivo en condiciones estériles, incubados con el microorganismo durante 24 ha 30°C y

agitacion de 115 rpm.

A este cultivo se le realizO su caracterizacion macro y microscopica (seccion 7.2.2).
Posteriormente se hizo una nueva resiembra en matraces de 250 mL con medio de cultivo
especifico para la produccion de biosurfactante (Contreras, 2012), también fue incubado
durante 24 h a las mismas condiciones que con caldo nutritivo. Posteriormente se realizé un

pase mas de la cepa en las mismas condiciones que el anterior.
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Del ultimo pase se tomaron 10 mL para verificar la actividad tensoactiva del biosurfactante
mediante la prueba de dispersién de aceite y tension superficial. Este ultimo pase se

resguardo en refrigeracién como inéculo para la produccion de biosurfactante.

7.2.2 Caracterizacibn microscopica y macroscopica del microorganismo

seleccionado

Esta caracterizacion se llevé a cabo para verificar la pureza del microorganismo productor
de biosurfactante. La caracterizacion microscopica y macroscépica del microorganismo, se
realizd6 mediante la siembra por estria en caja Petri con medio solido conteniendo agar
nutritivo, incubadas 24 h a 30° C. Las colonias formadas se observaron macroscopicamente
con respecto a su forma, color, tamafio, elevacion y consistencia. Para la caracterizacion
microscopica se realizé una tincion de Gram de una de las colonias y se observo en el

microscopio optico Nikon E-800 con el objetivo 100X.

7.2.3 Conservacion del microorganismo seleccionado

Para tener disponible y viable al microorganismo durante el desarrollo de este proyecto, se
conservo con glicerol en congelacion a -70° C a una concentracion del 27 %. Lo anterior se
realizd, colocando 1 mL del cultivo del microorganismo productor de biosurfactante en un
vial criogénico adicionado con 0.5 mL de glicerol al 80%, posteriormente se agito en vortex

y se colocé en un congelador a -70° C.

7.2.4 Produccion de biosurfactante

El biosurfactante (BS) fue producido con la cepa IMP-T en medio mineral con aceite de
soya como sustrato (Anexo A.1). La produccion de biosurfactante del microorganismo
previamente seleccionado, se llevd acabo inoculando matraces de 250 mL con 100 mL de
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medio de cultivo en condiciones estériles con 1.4 mL del indculo descrito en la seccion
7.2.1. Los matraces fueron incubados a 30° C, 115 rpm durante 72 h. Durante la etapa de
incubacion de estos sistemas, se tomaron muestras de 10 mL del medio de cultivo para

evaluar el crecimiento y produccion de biosurfactante cada 24 h (seccion 7.2.5).

Para facilitar el empleo del bioproducto BS durante el desarrollo del proyecto se requiri6
producir y conservar aproximadamente 40 g de este bioproducto. La conservacion se
realizd mediante la liofilizacién del sobrenadante libre de células (medio de cultivo
separado como se indica en la seccion 7.5.1) . Este proceso permitié purificar parcialmente
el biosurfactante al retirar la cantidad de agua presente en el mismo.

El proceso de liofilizacion es un proceso a condiciones de vacio que se realiza para separar
por sublimacion el agua sin alterar la estructura molecular de la sustancia. 100 mL del
sobrenadante producido fueron vertidos en cada uno de los recipientes para la liofilizadora,
congelados a -70° C y conectados al equipo de liofilizacion LABCONCO (Fig. 7.1).

El bioproducto como polvo seco se guardd en un recipiente con tapa y limpio.
Posteriormente se evalud su concentracion micelar critica (CMC) para verificar que

correspondiera al obtenido por Daniel (2012).

Figura 7.1. Liofilizadora LABCONCO.
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7.2.5 Verificacion de la actividad surfactante del bioproducto

Se verificd la produccion de biosurfactante mediante la comparacion de los valores
obtenidos con los reportados previamente para el microorganismo seleccionado. Para ello
se realiz6 una evaluacién del crecimiento del microorganismo y la produccién del BS en
periodos de muestreos de 24 h durante 72 h. En cada periodo de muestreo se prepararon 4

matraces (un control y tres réplicas con inoculo), incubados conforme la seccion 7.2.1.

Para evaluar el crecimiento y produccion de biosurfactante, la muestra se prepard de
acuerdo a la seccion 7.6.1. El crecimiento del microorganismo se evalu6 mediante las
pruebas de densidad dptica y proteinas, mientras que para evaluar la produccion de
biosurfactante, al sobrenadante libre de células se le midi6 tension superficial y dispersion

de aceite.

7.3 Seleccidén del bioproducto de origen vegetal (BV)

Después de realizar una revision bibliogréafica sobre bioproductos de origen vegetal, se
selecciond del bioproducto D-limoneno denominado en este trabajo como BV. Es un
bioproducto abundante en la naturaleza, debido a que puede ser obtenido principalmente de
aceites vegetales generados a partir de productos o residuos agroindustriales y forestales.
Algunas de las propiedades fisicas y quimicas del bioproducto BV se presentan en la tabla
7.1.
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Tabla 7.1. Propiedades fisicas y quimicas del bioproducto BV.

Propiedad Valor
Formula molecular CioH1s6
Peso molecular 136.24 g/mol
Estado fisico Liquido
Color/olor Incoloro/citrico
Punto de ebullicion 178°C
Densidad a 20° C 0.84 g/cm®
Presion de vapor a 20°C 2.1Pa
Solubilidad en agua a 20°C Muy poco soluble en agua

(Solubilidad méaxima: 13.8 mg/L)

7.3.1 Evaluacion del efecto tensoactivo del bioproducto BV

El bioproducto BV fue evaluado en cuanto a su actividad tensoactiva mediante pruebas de

dispersion de aceite, tension superficial e interfacial:

Dispersidn de aceite: la prueba se realizé de dos maneras
1) De acuerdo a la técnica descrita en la seccién 7.6.4 pero modificando el
volumen de muestra a evaluar, en este caso utilizando el bioproducto BV
directamente. Se utilizaron volumenes desde 2-25 pL.
2) Las dispersiones se realizaron con el bioproducto BV adicionado en agua
a diferentes concentraciones.
Tension superficial: la prueba se realizd6 conforme la seccién 7.6.5 con el
bioproducto BV puro y adicionado en agua a diferentes concentraciones.
Tension interfacial (T1): se determind el valor de TI entre el agua y el bioproducto
BV, donde el agua es la fase pesada y el bioproducto BV la fase ligera. La técnica

se describe en la seccion 7.6.6.
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7.4 Preparacion de mezclas con los bioproductos

Para elaborar las mezclas entre los bioproductos BS y BV, se tomaron en cuenta sus
caracteristicas, ya que BS es soluble en agua y BV es poco soluble. Primero se realizo la
disolucion de BS en agua destilada a diferentes concentraciones, posteriormente se afiadio
una cantidad de bioproducto BV y se agitd en vortex durante 2 minutos. Cada una de estas
mezclas fue evaluada en cuanto a actividad tensoactiva mediante dispersion de aceite y
tension superficial. Con los mejores resultados de estas pruebas, se midié ademas la tension

interfacial para determinar la relacién 6ptima de los bioproductos.

7.5 Efecto de los bioproductos sobre un hidrocarburo

El efecto de los bioproductos BS y BV y sus mezclas sobre aceite se evalué de tres
maneras:

1) Desplazamiento de crudo en placa de vidrio

2) Recuperacion de crudo en un medio poroso

3) Efecto de los bioproductos sobre la viscosidad de un crudo

7.5.1 Prueba de desplazamiento de crudo en placa de vidrio

Esta prueba se llevo a cabo en una placa de vidrio de 20 x 20 cm, donde se colocaron gotas
(250 pL) de hidrocarburo de 18° API como se muestra en la figura 7.2. Cada gota de aceite
fue mezclada con 20 pL del bioproducto o mezcla correspondiente. Después de mezclar, la
placa se levanto a 90° durante 2 min, transcurrido ese tiempo fue medido el
desplazamiento del crudo. Las pruebas se realizaron por triplicado, empleando controles
como agua, crudo y las concentraciones individuales para cada uno de los bioproductos con

respecto a la mezcla de ambos.
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Figura 7.2. Prueba de desplazamiento de crudo

De las mezclas que dieron mejor resultado al desplazamiento de crudo, se les volvio a
evaluar su efecto, pero ahora con un crudo mas pesado (15° API), siendo colocado
previamente este crudo en contacto directo con el bioproducto o mezcla en una relacion
1:1. En un vial de vidrio de 5 mL, se colocé 1 g de crudo pesado y | g de mezcla o
bioproducto. Los viales se agitaron en vortex durante 5 min y se dejaron reposar a
temperatura ambiente por 24 h. Después de este tiempo se tomaron 250 pL del crudo, que
se colocaron en la placa de vidrio, la cual se coloc6 a 90° y después de 10 min se midi6 el

desplazamiento

7.5.2 Recuperacion de crudo en un medio poroso

Para determinar la mejor relacion de los bioproductos y su efecto sobre crudo, a las dos
mezclas con mejores resultados en las pruebas anteriores, junto con sus respectivos
controles, se le evalud la recuperacion de crudo en un medio poroso utilizando arena
Ottawa. En esta prueba se utilizaron sistemas granulados con porosidad de 41.44%

impregnados con crudo de 15° API (Fig, 7.3).
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Figura 7.3. Sistemas de recuperacién de crudo en un medio poroso.

Cada uno de los sistemas de recuperacién (24) fueron preparados en viales de vidrio de 40
mL, que contenian 12 g de arena silica Ottawa de malla 40-50 (297-420 um), previamente
lavada con agua y tolueno y secada a 70° C durante 3 dias. La arena fue impregnada con 3

mL de crudo de 18° API bajo condiciones de vacio.

A cada sistema se afiadié 10 mL de mezcla y posteriormente fueron incubados a 150 rpm a
30, 50 y 70° C. Después de 6 dias de incubacion se midio6 el volumen recuperado de crudo.
Los sistemas con mezclas de bioproductos fueron preparados por duplicado, los controles
que se utilizaron fue agua y los bioproductos preparados de manera individual a las

concentraciones de la mezcla a evaluada.

7.5.3 Efecto de los bioproductos sobre la viscosidad de un crudo

La eficiencia de los procesos de recuperacién ha sido atribuida entre otros parametros a la
reduccion de la viscosidad del crudo (Soudmand et al., 2007), es por esto que se evalud el
efecto de los bioproductos sobre la viscosidad de dos crudos con densidad de 18 y 15° API.
La evaluacion se realizé en frascos seroldgicos de 125 mL, donde se colocé crudo
adicionado con bioproducto o mezcla en una relacion 1:1 (40 g de cada uno) (Fig. 7.4),
posteriormente fueron agitados por 5 min en vortex e incubados sin agitacion a 70° C

durante 48 h. Las mediciones se realizaron por duplicado, los controles empleados fueron
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agua y las concentraciones de los bioproductos individuales con respecto a la mezcla de

ambos.

Figura 7.4. Sistemas de crudo con bioproductos para determinacién del efecto sobre la
viscosidad.

Después de 48 h a los sistemas se les separé el agua y posteriormente se midio la
viscosidad en el reémetro Anton Paar (Fig. 7.5), con el método de doble GAP para 5 mL de
crudo de 18° API y de doble cilindros para 20 mL de crudo de 15° API. Las viscosidades

fueron medidas a 70 y 30° C con velocidades de corte de 1 a 500 seg™.

Figura 7.5. Redmetro Antén Paar.
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7.6 Técnicas analiticas

7.6.1 Preparacion de las muestras

El biosurfactante producido por el microorganismo es excretado extracelularmente, por lo
que para obtenerlo fue necesario separar el sobrenadante (liquido) de la biomasa (s6lido).

Esto se realizdé mediante la centrifugacion del cultivo a 10,000 rpm a 4° C durante 10 min.

Después de centrifugar se separ6 el sobrenadante de la biomasa por decantacion. Esta
ultima se lavo dos veces con solucion salina estéril al 0.85% y por Gltimo se reconstituyd
con solucidn salina al volumen inicial. Los analisis realizados para evaluar el crecimiento
del microorganismo se llevaron a cabo a partir de la biomasa en solucién salina, mediante

densidad éptica y cuantificacion de proteinas.

La evaluacion de la produccion de biosurfactante, se realizd determinando la actividad
tensoactiva del sobrenadante libre de células con las técnicas de dispersion de aceite,
tension superficial e interfacial. La determinacion de la concentracion micelar critica se

Ilevo acabo para el bioproducto BV y el bioproducto liofilizado BS (Fig. 7.5.6).

7.6.2 Densidad Optica

La determinacion de la densidad Optica permite evaluar el crecimiento microbiano

mediante la turbidez, por lo que para cuantificar su valor se midid la absorbancia de la

biomasa suspendida en solucion salina al 0.85% en el espectrofotometro HACH UV/Vis a

una longitud de onda de 620 nm.
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7.6.2 Cuantificacion de proteinas

La evaluacion de proteinas se llevo a cabo utilizando el método de Bradford (1976), que
consiste en la union del colorante azul de Coomassie G-250 a las proteinas. Para la
determinacion se tomaron 300 pL de la biomasa resuspendida en solucion salina al 0.85% y
con esta muestra se llevd a cabo una hidrolisis con NaOH (0.1 N) y calentamiento a
ebulliciéon por 1 hora. A 0.5 mL de la muestra hidrolizada se le adicionaron 0.5 mL del
reactivo de Coomassie. Esta mezcla de reaccion se leyo en un espectrofotometro HACH de
UV/Vis a una longitud de onda de 620 nm.

7.6.3 Dispersion de aceite

El método de dispersién de aceite permite evaluar facil y répidamente si un
microorganismo es potencialmente productor de biosurfactante (Morikawa et al., 2000)

evaluando su efecto sobre una superficie agua-crudo (Cardoso et al., 2010).

El método consistio en colocar 50 mL de agua destilada en una caja Petri, posteriormente se
adicionaron 20 pL de crudo Maya en la superficie del agua. Una vez que el crudo cubrio
toda la superficie se adicionaron 25 pL del sobrenadante libre de células o sustancia a
evaluar con un angulo de aplicacion de 45° y después de 1 min se midié el diametro del
halo de dispersién formado.
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7.6.4 Tension superficial (TS)

La tension superficial se determind mediante el método del anillo utilizando un tensidmetro
DuNouy, Modelo 70545. Este método consistio en colocar un anillo (de composicion
platino-iridio y geometria precisa) sobre la superficie del liquido, que al ser levantado se
cuantifica la fuerza requerida para separar el anillo de la superficie del liquido (Antdn,
2005). Esta fuerza es directamente proporcional a la tensién superficial de la sustancia. El
control utilizado fue agua destilada, con un valor de TS reportado en la literatura de 72
mN/m a 25°C.

7.6.5 Tension interfacial

La tension interfacial consiste en determinar la fuerza necesaria para romper la interfase
entre dos liquidos. Esta se determind también empleando el tensiometro DuNouy, Modelo
70545 (Fig. 7.6) y 14 mL de hexadecano como fase ligera. El control de la tension
interfacial que se utilizé fue agua destilada-hexadecano, cuyo valor corresponde a 48

mN/m.

Figura 7.6. Tensiometro DuNouy
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7.6.6 Concentracion micelar critica (CMC)

La concentracion micelar critica (CMC) se determind a los dos bioproductos (BS y BV). El
bioproducto liofilizado BS fue previamente secado a 50°C. La determinacion se realizd
preparando soluciones con diferentes concentraciones de cada uno de los bioproductos en
agua destilada. A cada concentracion se le determind la tension superficial. Con los valores
de TS obtenidos se construyd la grafica de concentracion de bioproducto vs tension
superficial y sobre ésta se determind el punto donde la tension superficial llega a su minimo
valor y aunque se incremente la concentracion del bioproducto ya no cambia. Este punto

corresponde a la CMC del bioproducto.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Seleccién y evaluacion preliminar de la cepa productora del bioproducto de

origen microbiano (BS)

La cepa IMP-T fue seleccionada como microorganismo capaz de producir un bioproducto
de origen microbiano (BS) con actividad tensoactiva, debido a que el biosurfactante que
produce ha mostrado tener potencial aplicacion en EOR (Martinez, 2011; Garcia, 2012).
Este microorganismo fue reactivado y cultivado para verificar que se encontrard en

condiciones dptimas de pureza y actividad.

La cepa IMP-T es un microorganismo aislado de un sitio contaminado por hidrocarburos de
Veracruz, México a una temperatura de 30° C. Este microorganismo fue reportado por
Roldén et al. (2011) como productor de biosurfactante.

La caracterizacion macroscopica y microscopica de la cepa IMP-T se realizé para verificar
su pureza. El andlisis macroscopico como color, tamafio y forma que determinan la
morfologia colonial de la cepa IMP-T se muestra en la tabla 8.1. En la caracterizacion
microscopica, la cepa IMP-T resultd Gram negativa, en forma de bacilos pequefios
(cocobacilos) y se observo pura (Fig. 8.1). Las caracteristicas observadas corresponden a

las mismas reportadas en otros trabajos para este microorganismo (Daniel, 2012).
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Tabla 8.1 Caracterizacion macroscopica de la cepa IMP-T

Morfologia colonial

Tamafio
Forma
Elevacion
Color
Superficie
Aspecto
Consistencia

Luz reflejada

4-5mm
Circular
Convexa
Crema
Lisa
Humedo
Viscosa

Brillante

Figura 8.1 Tincion de Gram de la cepa IMP-T observada en el microscopio 6ptico Nikon

(100X).
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8.1.1 Verificacion del crecimiento y produccion de BS por la cepa IMP-T

La cepa IMP-T fue reactivada y crecida a las condiciones reportadas por Contreras (2012)
utilizando un medio mineral y aceite de soya como sustrato (Anexo A.1) para la produccion
del bioproducto BS (biosurfactante).

Los resultados obtenidos (Tabla 8.2) fueron similares a los de Daniel (2012), quien reportd
que el biosurfactante producido por esta misma cepa, producia halos de dispersion de 7 cm
y una tension superficial de 26.7 mN/m. La tensidén superficial obtenida durante la
verificacion de la cepa IMP-T fue mayor por 1.3 unidades, sin embargo, esta diferencia no
fue significativa. También se determind la tension a que son parametros importantes de un

surfactante.

Tabla 8.2 Crecimiento microbiano de la cepa IMP-T y actividad tensoactiva del
bioproducto BS.

Crecimiento microbiano Actividad tensoactiva
Tiempo ) ) Tension Dispersion de
Densidad optica Proteina o )
[h] superficial aceite
[Abs] [mg/L]

[MN/m] [cm]
0 0.010 69.75 57.90 0.23
24 1.049 431.17 34.83 3.77
48 1.307 681.33 31.93 5.48
72 1.474 727.32 28.35 7.05

En cuanto a la tension interfacial (T1), el bioproducto BS disminuyo la TI del hexadecano-
agua de 48 a 9 mN/m, valor parecido a los reportado por Daniel (2012) de 9.5 mN/m para
esta cepa. En otros trabajos con otros microorganismos también han obtenido valores

similares de TI. Araujo et al. (2008) evaluaron la produccion de biosurfactante utilizando
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diferentes cepas, las de mejor respuesta fueron las cepas MI19 y MI10 logrando una tensién
interfacial de 8.5y 9.5 mN/m.

La TI desemperfia un papel fundamental en la recuperacion de crudo, ya que los surfactantes
tienden a posicionarse en las interfases (crudo-agua) para satisfacer su doble polaridad, esto
permite que puedan actuar reduciendo la Tl y en consecuencia, se puede aumentar el
numero capilar, ocasionando con ello la liberacion y movilizacion del crudo, debido a que
las fuerzas capilares en el yacimiento son disminuidas (Al-Mjeni et al., 2011; Mclnerney,
2004; Mosayeb y Abedini, 2012).

El rendimiento del biosurfactante se determind con base en la cantidad del bioproducto
crudo (sin purificar) obtenido después de la liofilizacion (Fig. 8.2), el cual fue de 18 g/L.
Empleando el mismo tipo de cepa y sacarosa como fuente de carbono Ayanwu y Okolo
(2010) obtuvieron 2.7 g/L de biosurfactante puro, el rendimiento del bioproducto BS crudo

fue aproximadamente 6 veces mas que éste.

Figura 8.2. Bioproducto BS de la cepa IMP-T liofilizado.

El bioproducto BS (liofilizado) presentd una CMC de 350 mg/L con una TS de 28 mN/m
(Fig. 8.3), valores muy similares a los obtenidos por Daniel (2012) con una CMC de 300
mg/L y TS de 26.7 mN/m. Lo anterior indica que el bioproducto BS liofilizado conserva las
mismas propiedades y caracteristicas demostradas en trabajos previos (Contreras, 2012;
Daniel, 2012; Garcia, 2012). Estos valores comparados con las CMC’s de 250 y 380 mg/L
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reportadas por Gudifia et al. (2010) y Chandran et al. (2010), muestran que se trata de un
biosurfactante con buenas propiedades, razén por lo que este bioproducto fue seleccionado

para mezclarlo con el bioproducto de origen vegetal (BV).

CMC 350 mg/L, TS 28 mN/m

Tension superficial [mN/m]

20

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Concentracion del bioproducto BS [mg/L]

Figura 8.3. Concentracion micelar critica del bioproducto BS.

8.2 Evaluacion de la actividad tensoactiva del bioproducto de origen vegetal (BV)

La evaluacion del efecto tensoactivo del bioproducto BV se llevd a cabo mediante la
medicién de la tensién superficial y dispersién de aceite, utilizando el bioproducto
directamente y agregado en agua destilada en diferentes cantidades.

La tension superficial medida directamente al bioproducto BV fue de 28 mN/m, que es
parecida a otros solventes como el hexadecano y eicosano de 28.12 y 27.62 mN/m,

respectivamente (Rolo et al., 2002).

La tension superficial del agua fue reducida con el bioproducto BV de 72 a 50 mN/m a una

concentracion de 16,490 mg/L, que fue el punto en donde alcanzo6 la CMC (Fig.8.4).
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Figura 8.4. Determinacién de la TS y CMC para el bioproducto BV.

La evaluacion del bioproducto BV puro sobre la dispersion de aceite se realiz6 con
volimenes de 2 a 25 uL, los halos de dispersion obtenidos fueron de 9.6 hasta 14 cm
(Fig.8.5), lo que permitio observar que al emplear una cantidad baja desde 3 pL fue posible
obtener una buena dispersion de aceite sin necesidad de utilizar una mayor cantidad de este

bioproducto.

10 A A

Dispersion de aceite [cm]

10 15 20 25
Volumen del bioproducto BV [pL]

Figura 8.5. Dispersidn de aceite del bioproducto de origen vegetal (BV).
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Considerando que el bioproducto BV es un solvente, se utilizaron otros solventes polares
(etanol, butanol y pentanol) y no polares (pentano, hexano y tolueno) para evaluar la
dispersion de aceite y comparar su efecto con el bioproducto BV. Con 25 uL de solvente,
los mejores resultados se obtuvieron con el bioproducto BV (Fig. 8.6), al formar halos de
dispersion bien definidos de 14 cm. Ademas se observéd que el bioproducto BV tuvo un
comportamiento similar al que provoca el bioproducto BS (biosurfactante), es decir, el halo
formado se va incrementando de tamafio sin deformarse y una vez que alcanza su maximo

diametro, se mantiene estable en forma y tamafio.

Los alcanos como pentano y hexano al ser adicionados sobre el crudo, se disuelven primero
en el crudo y después de 1 min se forman halos bien definidos de 1 cm. EIl tolueno
(hidrocarburo aromatico) se quedd sobre la superficie del crudo y después de un minuto se
observé que se integrd parcialmente en el crudo. Lo anterior, probablemente se deba a que
el tolueno tiene mayor afinidad por el crudo que por el agua. Los alcoholes como etanol,
butanol y pentanol se solubilizan tanto en el agua como en el crudo, por lo que tienden a
integrarse en ambos componentes, se observo que al ser adicionados desplazan el crudo
sobre la superficie del agua pero inmediatamente vuelven a cubrir al agua. De acuerdo a la
cantidad de carbonos en su molécula el desplazamiento fue mayor con mas numero de

carbonos.

De acuerdo a lo anterior, el bioproducto BV presenta ventajas con respecto de otros
solventes por su capacidad de solubilizarse por ser una sustancia no polar vy dispersar el
crudo, lo cual favoreceria la movilizacion de crudo en yacimientos. Ademas se trata de un
producto que no es sintetizado quimicamente, lo que reduce su dafio al medio ambiente por

ser un producto biodegradable.
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Pentanol Bioproducto BV
14cm

Figura 8.6. Dispersion de aceite del bioproducto BV y otros solventes

Algunos datos reportados para el bioproducto BV consideran su solubilidad en agua como
nula o con un valor muy bajo de 13 mg/L (OIT, 2001), a esta concentracion dio una
dispersion de aceite de 0.9 cm, que comparada con la del agua de 0.3 cm es mayor, y
ligeramente menor a 1.1 cm reportado por Roldan et al. (2011) para un biosurfactante

producido por Serratia marcescens con sacarosa como fuente de carbono.

En la prueba de dispersion de aceite a concentraciones 10, 20, 30, 40 y 50 % del
bioproducto BV en agua se obtuvieron halos de 1.5, 2, 3, 4 y 8.5 cm, respectivamente. Se
observd que conforme se aumenta la cantidad de bioproducto en agua los halos tienden a
deformarse o a reducirse después de un tiempo, esto se debe a que el bioproducto no es
totalmente soluble en agua a estas concentraciones y estd actuando como solvente al

solubilizarse en el crudo.

Considerando lo anterior, es decir, que el bioproducto BV al 10% formé halos de dispersion

mas definidos y estables, se realizaron otras determinaciones menores a este porcentaje, las
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cuales fueron medidas después de 24 h (Fig. 8.7). Con estos resultados se alcanz6 una
dispersion de aceite de 1.5 cm, lo que indica que a partir de una concentracién de 10,382.7
mg/L (aproximadamente 1% de bioproducto BS), ya no hay variacién significativa en el
halo de dispersion producido, aunque aumente la cantidad de bioproducto. Al volver a
evaluar esta Ultima concentracion y medir inmediatamente la dispersion, se obtuvieron
halos de 3 cm, pero después de 2 min disminuyeron a 1.5 cm. Lo cual se atribuye a una
solubilizacion del bioproducto BV en crudo, debido a su afinidad por este componente que

s una sustancia no polar.
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0 20000 40000 60000 80000
Concentracion del bioproducto BV [mg/L]

Figura 8.7. Dispersion de aceite del bioproducto BV diluido en agua destilada

Con los resultados obtenidos de tensién superficial y dispersion de aceite se observo que el
bioproducto BV evaluado directamente y adicionado en agua presento actividad
surfactante, ya que puede aumentar la dispersion de aceite y disminuir la tension

superficial.

Otro parametro que se midiod, fue la tension interfacial entre el bioproducto BV y agua. La

TI obtenida para entre estas sustancias fue de 12 mN/m, que es un valor menor al reportado
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para otros solventes como tolueno y cloroformo, 31.6 y 36.1 mN/m, respectivamente
(Drelich et al., 2002).

8.3 Mezclas de bioproductos

Los bioproductos que se seleccionaron presentaron diferentes comportamientos, asi que se

considero los siguientes puntos para formar la mezcla:

e EI bioproducto de origen microbiano (BS) es miscible en agua, mientras que el
bioproducto de origen vegetal (BV) su solubilidad es muy baja.

e Se requiere que ambos bioproductos estén disueltos en agua para facilitar su
aplicacion en recuperacion de crudo en pozo.

¢ Algunos tensoactivos tienen la propiedad de disminuir la tension superficial cuando
se afiaden al agua, ambos bioproductos presentaron actividad tensoactiva.

e La integracién de los bioproductos BS y BV en agua se considerd que podia ser
lograda por el biosurfactante (BS), debido a que se trata una molécula anfifilica, es
decir, que en su estructura posee una parte polar y otra no polar.

e Debido a que los biosurfactantes pueden localizarse en las interfases agua/aceite
pueden presentar actividad emulsificante. Daniel (2012) reporta la actividad
emulsificante del bioproducto (BS) de 71.1%. Esta actividad también es
precisamente la que podria facilitar la integracion de los bioproductos BS y BV en
una mezcla. Debido a que la emulsificacion es un proceso que permite mezclar dos
fases inmiscibles (como los bioproductos seleccionados), para ello, algunas veces se
requiere energia o bien, otras sustancias (surfactantes, co-surfactantes o alcoholes,
entre otros) (Salager, 1999)

e Las micelas que se forman en agua por el biosurfactante son de tipo normal, esta
consideracion se debe a que existe una mayor cantidad de la fase acuosa
(conteniendo al bioproducto BS) que de la oleosa (bioproducto BV). De acuerdo a

esto se esperaria que el bioproducto BV quede atrapado por el bioproducto BS y por
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tanto, sea integrado en agua, considerando que esto es una emulsion, seria del tipo

aceite en agua (Hernandez, 2004).

8.3.1 Comportamiento de los bioproductos para integrarse como mezcla

El biosurfactante (bioproducto BS) en forma de mondmeros (Fig. 8.8A) se depositan de
acuerdo a su polaridad en las intefases gas/liquido, liquido/liquido y sélido/liquido, lo cual
permite la disminucion de la tension superficial e interfacial. Cuando la cantidad de
mondmeros es alta, tienden a autoasociarse para formar micelas (Fig. 8.8B), las cuales son
consecuencia de dos efectos el hidrofobico y los puentes de hidrégeno. Al adicionar un
componente no polar como el bioproducto BV en una solucion micelar preparada a partir
del bioproducto BS en agua, se esperaria que las micelas normales formadas (cuando la
concentracion sea mayor a la de la CMC) atraigan a su interior al bioproducto BV como
consecuencia de la adicién de energia (agitacion) (Fig. 8.8C). De esta manera quedaria
disperso el bioproducto BV en agua (Fig. 8.8D), obteniéndose una mezcla con mejores o

diferentes caracteristicas a las de los componentes puros.
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Figura 8.8. Comportamiento del bioproducto BS y del bioproducto BV como mezcla. A)
Monomero, estructura anfifilica. B) Micela normal formada por el bioproducto BS en agua.
C) Integracion en una micela del bioproducto BV en agua debida al bioproducto BS. D)
Bioproducto BS y BV en mezcla.
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8.3.2 Efecto de los bioproductos BS y BV sobre dispersion de aceite (DA) y tension
superficial (TS) e interfacial (T1)

Los bioproductos BS y BV evaluados mediante dispersion de aceite (DA) no mostraron una
tendencia al ser adicionados en solucion (Fig. 8.9A) con respecto al incremento de uno o
ambos bioproductos, pero se observé que en algunas mezclas de los bioproductos los
halos de dispersion son mayores que los generados por ambos bioproductos de manera
individual. En la concentracion de 18,000 mg/L de bioproducto BS con 4,205 y 8,140 mg/L
de BV, la forma de los halos de dispersion de aceite no estuvieron bien definidos y se
reducian conforme el tiempo. Este efecto lo genero el bioproducto BV, ya que este mismo
comportamiento se observo en la evaluacion de la actividad tensoactiva del bioproducto BV
(seccion 8.2), el cual como biosolvente actua dispersando el crudo ocasionando halos no

definidos en forma y solubilizdndose al reducirlos.
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Figura 8.9. Efecto de los bioproducto BS y BV con respecto a la dispersion de aceite. A)
Dispersion de aceite de los bioproductos BS + BV. B) Diferencia en dispersion de aceite
con respecto a los bioproductos solos.

Para observar que mezclas de BS y BV daban un mejor resultado en dispersion de aceite, al
halo formado por la mezcla se le restd el halo formado a la misma concentracion de cada
uno de los bioproductos individuales (Fig. 8.9B). La mezcla con mayor incremento (3.97
cm) fue la de 18,000 mg/L de BS con 2,102.5 mg/L de BV. La DA es una prueba rapida
para evaluar la actividad de un surfactante, por lo que con base en una diferencia mayor de
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0.5 cm, se seleccionaron las mezclas de los bioproductos para ser evaluadas en las
siguientes pruebas y determinar si hay algun otro efecto.

La medicion de la tension superficial para cada una de las mezclas BS-BV (Fig. 8.10), no
indicd ser una prueba determinante para seleccionar que mezclas tenian el mejor efecto en
el crudo, pues en la mayoria de las mezclas hubo un incremento de TS y la disminucion se
observo solo en aquellas que no tuvieron bioproducto BS y en 3 mezclas con 100 mg/L de
este componente, reduciendo solo 2.5 y 4 unidades la TS. Aun cuando en casi todas las
mezclas de bioproductos mantuvieron o aumentaron el valor de la TS, la TS con respecto al
agua sigue siendo disminuida por lo menos 24 unidades.
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Figura 8.10. Efecto de los bioproductos BS y BV con respecto a la tension superficial

Con las pruebas de dispersién de aceite y TS, se observd que no necesariamente el
comportamiento en ambas pruebas esta relacionado. En los trabajos de Daniel (2012) y
Garcia (2012), observaron que el biosurfactante producido por la cepa IMP-T tenia una
relacion indirecta entre la dispersion de aceite y la tension superficial, ya que la dispersion
iba en aumento y la TS disminuia a lo largo del cultivo.
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Otro pardmetro importante para evaluar la actividad tensoactiva de los bioproductos y su
mezcla fue la tension interfacial (T1). Considerando los resultados de dispersion de aceite,
se evalud la TI solo de aquellas muestras que tuvieron una diferencia de dispersion de
aceite > 0.5 cm con respecto al control. Los resultados de la evaluacion de TI se muestran
en la Tabla 8.3.

Tabla 8.3.Valores de Tl para las mezclas de bioproductos BS y BV con mejores resultados
en dispersion de aceite

Mezclas Tension interfacial (T1) en mN/m
BS [mg/L] BV [mg/L] BS Mezcla (BS+BV) Diferencia*

0 0 - 48** -
300 752.8 35 31 4
400 1,491 35 29 6
500 752.8 32 26 6
600 433.8 32 27 5
900 433.8 25 23 2
1,440 2,102.5 35 14 21

2,000 2,102.5 35 13.5 21.5
4,500 8,410 32 18 14

9,000 8,410 29.8 14 15.8
18,000 2,102.5 9 4 5

*El valor de TI con hexadecano para el bioproducto BV en agua destilada es mayor de 40 por lo que se consider6 de
referencia la T1 del bioproducto BS. ** Tl del hexadecano-agua.

Los mejores resultados en dispersion de aceite mostraron disminucién de la T1 en todas las
mezclas con respecto al bioproducto BS, teniendo las de mayor diferencia en las
concentraciones de 1,440 mg/L y 2,000 mg/L de BS con 2,102.5 mg/L de BV, y con la
concentracion de 18,000 mg/L de BS con la misma cantidad de BV reduce la Tl hasta 4
mN/m. Lo anterior indica que la mejor concentracion de BV en la mezcla fue de 2,102.5

mg/L, ya que con esta concentracion y el bioproducto BS se logrd disminuir la T1 en un
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44.4%. Estos resultados son favorables debido a que la disminucion de Tl puede generar
un efecto positivo en la recuperacion de crudo (Soudmand-asli et al., 2007) porque se

incrementa el nimero capilar.

8.4. Efecto de los bioproductos sobre crudo

Las pruebas para evaluar el efecto de los bioproductos o sus mezclas sobre crudo, se
realizaron con la finalidad de determinar si los bioproductos generan algin incremento en
la movilidad (desplazamiento de crudo en placa de vidrio), aumento en la recuperacion en

un medio poroso y/o una disminucion de la viscosidad del crudo.

8.4.1 Evaluacion del efecto combinado de los bioproductos sobre el desplazamiento de

crudo en placa de vidrio

El desplazamiento de crudo en placa de vidrio permitio observar la movilidad que genera la
adicién de una mezcla o sustancia sobre un crudo (Tabla 8.4). En 5 de las mezclas de
bioproductos evaluadas sobre un crudo de 18° API, se obtuvo un incremento de la
movilidad del crudo, con respecto al generado por el bioproducto BS. ElI mayor
desplazamiento de aceite (mas de 10 cm) se obtuvo con las mezclas de 1,440 y 18,000
mg/L de BS, adicionadas con 2,102.5 mg/L de BV. En esta prueba se observé que el efecto
fue mayor cuando los bioproductos se encontraban juntos en la mezcla, que de manera

individual.
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Tabla 8.4. Evaluacion del efecto de los bioproductos y su mezcla sobre el desplazamiento

de crudo.
Mezcla Desplazamiento de crudo en placa de vidrio [cm]
BS [mg/L] BV [mg/L] BS BV  Mezcla (BS+BV) Diferencia*
0 0 - - 0.70 -

300 752.8 1.4 0.73 1.53 0.13

400 1,491 1.57 0.73 1.33 -0.24

500 752.8 1.6 0.73 1.5 -0.1

600 433.8 1.67 0.70 1.57 -0.1
1,440 2,102.5 1.8 0.75 13.27 11.47
2,000 2,102.5 1.9 0.75 1.13 -0.77
4,500 8,410 1.81 0.8 1.8 -0.01
9,000 8,410 2 0.8 2.1 0.1
18,000 2,102.5 2.23 0.75 13.3 11.07

* La diferencia fue determinada con base en el desplazamiento de crudo con el bioproducto BS y con respecto a la mezcla,
debido a que los desplazamientos de crudo del bioproducto BV es similar al del agua.

Otra prueba de desplazamiento se realiz6 con crudo mas pesado (15° API) y colocando
previamente en contacto directo el crudo con los bioproductos solos y combinados (Fig.

8.11). Después de 24 h los desplazamientos obtenidos se muestran en la tabla 8.5.

Las mezclas con los bioproductos BS y BV lograron un desplazamiento de 30-50 % mas
grande que el que se llevo a cabo con el crudo original. Estas mezclas incrementaron el
desplazamiento, comparado con el provocado por los bioproductos de manera individual.
También se observo que con 1,440 mg/L y 18,000 mg/L de BS el desplazamiento de aceite
fue igual a pesar de tener una diferencia de 10 veces su concentracion. Sin embargo, con la
presencia del bioproducto BV (2,102.5 mg/L) el efecto de BS a una concentracion de
18,000 mg/L favoreci6 el desplazamiento en un 17%, comparado con la mezcla de BV y
BS a 1,440 mg/L. Esto indica que el efecto de los bioproductos como mezcla fue mayor que
el ocasionado de manera individual, lo que implica que la mezcla puede tener una potencial

aplicacion en la movilizacion de crudos. Por lo que surge el interés de seguir probando
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estas mezclas como ha sido reportado en otros trabajos (Nguyen y Sabatini, 2012; Salager
et al., 2009; Mandal y Bera, 2012) donde han evaluado la utilizacion de mezclas de
surfactantes o biosurfactantes con otras sustancias (terpenos, solventes) para incrementar el
efecto que pueden tener por si solos los componentes en un proceso, obteniéndose mejores

resultados.

Los bioproductos mostraron un efecto positivo en la movilizacion de crudo, esto puede ser
debido a alguno(s) de los mecanismos de movilizacion-desplazamiento como la
disminucion de la tension interfacial, solubilizacién, ensachamiento del crudo y/o
emulsificacion (Salager, 2005). Ademas los biosurfactantes y los biosolventes pueden
mejorar las propiedades reoldgicas del crudo, entre ellas la viscosidad (llias et al., 1999;
Jacobs y Ryder, 2006), logrando con ello que el crudo sea desplazado con mayor facilidad

dentro del yacimiento y en tuberias (Banat et al., 2000; Kitamoto et al., 2002).

Figura 8.11. Efecto de los bioproductos BS y BV y su mezcla sobre el desplazamiento de
crudo previamente en contacto directo con el crudo.
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Tabla 8.5. Evaluacion de las mezclas de bioproductos BS y BV en contacto directo con

crudo
Sustancia o mezcla Desplazamiento de crudo
placa de vidrio [cm]

Agua 2.1
Crudo 1

BV (2,102.5 mg/L) 2.6
BS (1,440 mg/L) 3.1
BS (1,440 mg/L)+ BV (2,102.5 mg/L) 4

BS (1,8000 mg/L) 3.1
BS (1,8000 mg/L) + BV (2,102.5 mg/L) 4.7

8.4.2 Evaluacion del efecto combinado de los bioproductos sobre la recuperacion en

crudo

El efecto de los bioproductos sobre medio poroso impregnado con crudo de 18°API, para la
evaluacion de la liberacion del mismo se muestra en la tabla 8.6. El bioproducto BS
utilizado a dos concentraciones (1,440 y 18,000 mg/L) tuvo efecto positivo sobre la
recuperacion de crudo, aunque fue mayor el efecto a la concentracion mayor. Mientras que
el bioproducto BV (2,102.5 mg/L) tuvo un efecto menor en la liberacion de crudo y solo a
70° C. En cuanto a la mezcla de los bioproductos BS y BV, en ambas mezclas hubo
recuperacion de aceite, pero fue mayor con una concentracion de BS de 18,000 mg/L a 70°
C. Comparadas las mezclas con los bioproductos individuales, se puede observar que hubo
un efecto significativo de la combinacion de éstos, incrementando la recuperacion de crudo
hasta un 10% con respecto al bioproducto BS a 70° C (Fig. 8.12). Esta recuperacion fue
alcanzada con la mezcla de BS de 18,000 mg/L y de BV 2,102.5 mg/L, por lo que esta

mezcla se considerd la mejor.

El mejor sistema de recuperacion de aceite fue con la mezcla de bioproductos BS + BV,

gue provocd una liberacion de aceite del 90%, lo cual también concuerda con que la mezcla
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alcanzo6 el mayor efecto en dispersion de aceite (12.10 cm), menor tension interfacial (4
mN/m) y mayor desplazamiento de crudo (11.3 y 4.7 cm).

Tabla 8.6. Evaluacion de los bioproductos BS y BV en un sistema de recuperacion de

crudo.
Recuperacion de crudo [%0]
Temperatura
Sustancia o mezcla

30 50 70
Agua 0 0 0.15
BV (2,102.5 mg/L) 0 0 10.15
BS (1,440 mg/L) 0 0.54 13.29
BS (1,440 mg/L)+ BV (2,102.5 mg/L) 0 2.15 24.36
BS (18,000 mg/L) 0 5.84 80.26
BS (18,000 mg/L) + BV (2,102.5 mg/L) 0 14.52 90.04

Figura 8.12. Recuperacion de los bioproductos en un medio poroso a 70°C. A) BS (18,000
mg/L). B) BS (18,000 mg/L) + BV (2,102.5 mg/L). C) Agua.

En algunos trabajos han evaluado la recuperacion de aceite utilizando mezclas de
surfactantes con solventes pero de tipo quimico, obteniendo resultados promisorios (Kumar
et al., 2012; Mandal y Bera, 2012; Rosen, 2005; Wan et al., 2012). En otros trabajos se han
utilizado biosurfactantes para la recuperacion de aceite (Abtahi et al., 2003; Makkar y

Cameotra, 1997). Sin embargo, no existen trabajos en donde se utilicen mezclas de
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surfactantes y solventes de origen bioldgico, aunque hay otros trabajos que muestran que el
empleo de estos bioproductos en mezclas pueden tener potencial aplicacion en diferentes

areas, como es la industria petrolera (Fracchia et al., 2012; Nguyen y Sabatini, 2011).

La recuperacion de aceite de 90%, lograda por la mejor mezcla de bioproductos (BS+BV)
fue parecida a la obtenida por Mandal y Bera (2012) de 85.7%, quiénes utilizaron una
nanoemulsion de un surfactante y un solvente de origen quimico, donde un 23.3 % de la
recuperacion fue debida a la nanoemulsion. En este proyecto, el 10.9% de recuperacion
adicional debido a la mezcla de los bioproductos BS y BV fue atribuido al bioproducto BV.
Esta recuperacion de aceite fue similar a la provocada con biosurfactantes producidos por
bacilos de 8.5 al 13.7% (Suthar et al., 2008).

La observacion microscopica de los bioproductos y su mezcla, muestra que en cada uno de
ellos se formaron micelas de diferente cantidad, apariencia y tamafo (Fig. 8.13). Para el
bioproducto BS en solucién a una concentracion del8,000 mg/L, las micelas formadas
fueron de diametros menores de 2 um (Tabla 8.7) y brillantes, lo cual se debe al sustrato
remanente (aceite de soya) que puediera estar reflejando la luz, el cual que fue integrado en
la fase acuosa por el bioproducto BS (biosurfactante). El bioproducto BV (2,102.5 mg/L)
también formo6 micelas brillantes, solo que con un contorno mas definido y un 20.8 % de

las micelas formadas fueron mayores de 2 pm.

Los bioproductos BS y BV en mezcla, formaron micelas de diferente tamafio, cantidad y
apariencia que las formadas por los bioproductos solos. Hay una mayor cantidad de
micelas, en su mayoria menores a 5um, en apariencia oscuras y con contornos brillantes,
esto se debe probablemente a la integracién del bioproducto BV ocasionada por el
bioproducto BS (biosurfactante), que pudiera estar encapsulandolo y por esta razén las
micelas no son totalmente brillantes, y solo emiten luz en su contorno. En los otros dos
tamarios (5-10 y >10um) algunas micelas se parecen a los observadas con el bioproducto
BV (micelas brillantes con contorno definido) y otras pueden tratarse probablemente del
sustrato (aceite de soya) o bien, una mezcla de estos dos por ser productos no polares y por

lo tanto son afines entre ellos.
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La forma, apariencia y cantidad de los bioproductos en mezcla probablemente influyé en la
recuperacion de crudo, debido a una mejor homogeneidad de los mismos en agua y que

pudiera estar mejorando con la temperatura.

BV (2,102.5 mg/L)

BS (18,000 mg/L) BS (18,000 mg/L) + BV (2,102.5 mg/L)

l—=
10pm

Figura 8.13. Bioproductos observados en el microscopio en contraste de fases (100x)
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Tabla 8.7. Tamafios de las micelas de los bioproductos BS y BV observados en el
microscopio en contraste de fases (100X)

Cantidad de micelas

_ Tamanfo [um]
Sustancia o Mezcla

<2 2-5 5-10 >10
Agua NO NO NO NO
BV (2,102.5 mg/L) 19 2 2 1
BS (18,000 mg/L) 7 NO NO NO
BS (18,000 mg/L) + BV (2,102.5 mg/L) 18 13 2 1

NO: No observadas

8.4.3 Evaluacion del efecto combinado de los bioproductos sobre la viscosidad de dos

crudo

La viscosidad en los aceites es un parametro importante a considerar para la seleccion de un
proceso EOR, para crudos con alta viscosidad suele ser recomendable tratamientos
térmicos, mientras que para crudos menos viscosos se recomienda el uso de métodos
quimicos (Abass y Song, 2011). Los solventes y biosurfactantes como método de
recuperacion de crudo han mostrado buenos resultados en la disminucion de la viscosidad.
Se ha observado que la inyeccion de solventes como propano han reducido la viscosidad de
un crudo de 10,000 a 2,000 mPa*s (James, 2009) y varios solventes en mezcla (heptano,
octano y tolueno en relaciones de 50:30:20, respectivamente) redujeron la viscosidad de
53.6 a 4.3 mPa*s (Ghosh y Al Shalabi, 2011). Por otra parte, en trabajos sobre
biosurfactantes reportan que este tipo de metabolitos producidos por Pseudomonas
aeruginosa y Bacillus subtilus disminuyeron la viscosidad un 385 y 34.1%,
respectivamente (Li et al.,, 2002; Soudmand-asli et al., 2007). De acuerdo a estos
antecedentes sobre la capacidad de los solventes y biosurfactantes para reducir la

viscosidad, los bioproductos BS y BV, es decir, un biosurfactante y un solvente pero de
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tipo bioldgico (biosolvente) pueden tener un mejor efecto sobre la disminucion de la

viscosidad al ser empleados ambos en mezcla.

El efecto de la mezcla de los bioproductos fue evaluado sobre la viscosidad de dos crudos
con diferentes propiedades y densidades (18 y 15° API), observando diferente efecto en
cada uno. Los bioproductos BS y BV de manera individual, disminuyeron la viscosidad en
ambos crudos (Figs. 8.14 y 8.15). En cambio, con la mezcla de bioproductos (BS y BV)
hubo una disminucién de la viscosidad solo en el crudo de 18° API (Fig. 8.14). En este
crudo la viscosidad a 70° C con respecto a la del crudo original, fue disminuida por efecto
de los diferentes fluidos con los que se puso en contacto: el agua disminuy6 la viscosidad
23.9 %, el bioproducto BV 31.9 %, el bioproducto BS 37.5% y la mezcla de bioproductos
52.7%.

Los resultados anteriores muestran que la mezcla de bioproductos fue la que disminuyd
mas la viscosidad (15.2% mas que el bioproducto BS solo). Estos porcentajes variaron de
un 3.4 a 15.1 % al tener el crudo a 30° C, donde el agua disminuyd la viscosidad en un
27.3 %, el bioproducto BV 40.3 %, el bioproducto BS 52.6% y la mezcla de bioproductos
un 61.4 %. Considerando estos porcentajes, los resultados fueron favorables, sin embargo
los valores de viscosidad son 10 veces mas altos a 30° C que a 70° C, lo que implica que es
necesario realizar un perfil de temperaturas para observar que posibles dificultades puede

haber en la transportacion de crudo en tuberias a diferentes temperaturas.
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Figura 8.14. Efecto de los bioproductos BS y BV sobre la viscosidad en crudo de 18° API.

En cuanto al crudo de 15° API (aceite mas pesado) su viscosidad fue disminuida a 70 °C

con respecto al crudo original por efecto del agua en un 13 %, el bioproducto BV 16.9 %, el
bioproducto BS 21.6 % y la mezcla de bioproductos (BS y BV) 23.3 % (Fig. 8.15). La

variacion entre el bioproducto BS y la mezcla fue baja (1.7 %), por lo que no fue

significativa y se considerd que el efecto alcanzado con o sin bioproducto BV es el mismo.

Sin embargo, el no tener un efecto positivo en la viscosidad no indica que la mezcla no sea

atil para un proceso EOR, ya que hay que considerar que en otros parametros si hubo

resultados positivos, como fue la tensién interfacial y en el sistema de recuperacion de

crudo. Cabe resaltar que las caracteristicas del yacimiento y del crudo varian de lugar a

lugar, por lo que los efectos que se obtendran de una sustancia o0 mezcla son diferentes. En
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la viscosidad del crudo de 15° API medida a 30° C, estos porcentajes de 70°C variaron de

2.3a4 % y el valor de la viscosidad fue aproximadamente 9 veces mas alto.

Con estos resultados se corrobord, que el efecto de los bioproductos solos o combinados

dependeré del crudo o aceite que se evalué.
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Figura 8.15. Efecto de los bioproductos BS y BV sobre la viscosidad en crudo de 15° API

Los resultados obtenidos principalmente en tension interfacial y disminucion de la
viscosidad, con los bioproductos BS y BV en mezcla resultaron ser mejores que los

obtenidos por el bioproducto BS, por lo que pudiera considerarse que se potencio el efecto
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de este ultimo bioproducto sin ser totalmente puro, inclusive esta mezcla fue ligeramente
mejor que el biosurfactante puro reportado por Singer et al. (1983) (Tabla 8.8) con buenos

resultados.

Tabla 8.8. Comparacion de la TS, TI, CMC y disminucidn de la viscosidad con respecto al
bioproducto BS

Parametro BS Mezcla BSy BV Singer et al. (1983)

TS [mMN/m] 28 33.73 30

TI* [MN/m] 9.5 4 11.8

CMC [mg/L] 350 - 295
Disminucion de la viscosidad [%] 37.5 52.7 50

TS: tension superficial, TI*: tension interfacial con hexadecano, CMC: concentracion micelar critica.

Los perfiles de viscosidad con respecto a la velocidad de corte (reograma) de cada uno de
los crudos son diferentes debido a las caracteristicas propias de cada uno de ellos, y éstas
como ya se menciond influyeron en el efecto generado por los bioproductos solos y
combinados. La finalidad de realizar estos reogramas fue para tener un panorama de como
afectan los bioproductos BS y BV sobre la reologia de los crudos. La reologia es la ciencia
que estudia la deformacion y flujo de la materia (Guanchez, 2005). Con respecto al crudo
de 15° API conforme disminuyé la viscosidad fue mas estable su perfil, lo que indica que el
crudo se vio menos afectado por el esfuerzo aplicado, mientras que en el crudo de 18° API
fueron estables los perfiles en todas las lecturas de viscosidad sin importar la sustancia o
mezcla empleada sobre el crudo. De acuerdo a estos resultados, seria de interés realizar
estudios reoldgicos mas completos considerando esfuerzos de corte, velocidades de corte y
diferentes temperaturas, y asi determinar como se ve afectada la reologia del crudo al estar
en contacto con los bioproductos, lo cual podria determinar el posible comportamiento del

crudo durante el proceso extraccion en yacimientos, o bien durante su transportacion.
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9.

CONCLUSIONES

La verificacion de la actividad tensoactiva del bioproducto BS fue reproducible a lo
reportado en trabajos previos, presentando una TS de 28 mN/m, dispersion de aceite
de 7 cm, Tl de 9 mN/m.

A pesar de que el bioproducto BS no era un producto puro, tuvo una CMC de 350
mg/L y un rendimiento de 18 g/L, que lo hace eficiente con respecto a otros
bioproductos puros reportados en la literatura.

El bioproducto BV (biosolvente) presento actividad tensoactiva al dispersar el aceite
evaluado directamente y adicionado en agua. El bioproducto puro tuvo una TS de
28 mN/m y provocé dispersion de aceite més grandes que otros solventes con
menos volumen, con 2 pL la dispersion de aceite fue de 9.4 cm y la Tl con agua fue
de 12 mN/m. Adicionado en agua incremento la dispersion de aceite en 1.5 cm,
comparada con la del agua de 0.3 cm a una concentracion de 10,382.7 mg/L y
redujo la TS de 72 a 50 mN/m a una concentracion de 16,490 mgl/L,
correspondiente a su CMC.

La TS no fue un pardmetro contundente que permitiera determinar el posible efecto
de los bioproductos combinados sobre crudo.

Mezclas de los bioproductos BS y BV tuvieron un efecto positivo sobre la
dispersion de aceite, incrementando hasta 3.97 cm, mientras que en TI disminuyo
desde 2 hasta 21.5 unidades con respecto al bioproducto BS, con una TI minima de
4 mN/m.

En las pruebas de movilidad (desplazamiento de crudo en placa de vidrio) las
mezclas de bioproducto BV (2,102.5 mg/L) con dos concentraciones diferentes de
BS (1,440 y 18,000 mg/L), incrementaron el desplazamiento de crudo de 18° API, 5
veces mas grande que el bioproducto BS sélo. Con el crudo de 15° API, las mismas
mezclas incrementaron el desplazamiento de aceite de 30 a 50 %.

En recuperacién de crudo, la mejor relacion de bioproductos fue con 18,000 mg/L
BS y 2,102.5 mg/L BV, con la que se obtuvo la mayor recuperacion a 70° C,
observandose que el efecto de los bioproductos fue afectado por la temperatura. La

recuperacion fue de 90 %, la cual puede ser atribuida a la accion de ambos
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productos, o bien, al efecto sumado de ellos, porque el bioproducto BS recuperd
80.3% y el BV 10.2 %.

El efecto de la mejor relacion de bioproductos sobre la viscosidad de crudo de 15°
API, tuvo el mismo valor que la del bioproducto BS, por lo que el efecto fue
atribuido a este ultimo bioproducto y no a la mezcla. En cambio, la misma mezcla
aplicada sobre un crudo de 18° API, disminuyo un 52.7% la viscosidad del crudo
original, comparado con un 37.5% que disminuyo el bioproducto BS y un 31.9% el
bioproducto BV.

El efecto que la mezcla de bioproductos puede provocar en un crudo y/o yacimiento
dependera de las caracteristicas propias de estos dos.

Resultados de TS, DA y TI fueron reproducibles con el bioproducto BS a una
concentracion de 18,000 mg/L (concentracion del sobrenadante libre de células),

por lo que el proceso de liofilizacién puede ser omitido para la mezcla.
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10. RECOMENDACIONES

La mezcla de bioproductos BS y BV logro tener efectos positivos sobre la movilizacion y
recuperacion de aceite, ademas de provocar disminucion de la T1, D.A.; sin embargo hace
falta realizar mas investigacion y experimentacion a nivel laboratorio y a condiciones de

campo (yacimiento) para mejorar y optimizar los resultados de este trabajo e implementar

este tipo de tecnologia a nivel campo. Por lo que se sugiere lo siguiente:

e Purificar el bioproducto BS con la finalidad de evaluar si se puede incrementar el
efecto sobre crudo y evaluar que tan favorable puede ser con respecto al uso del
biosurfactante sin liofilizar (sobrenadante libre de células..

e Evaluar la mezcla de BS y BV adicionando un co-surfactante (por ejemplo, otro
biosurfactante, un alcohol u otro solvente), lo que puede permitir la formulacion de
nano o microemulsiones, con las que se pueden alcanzar tensiones interfaciales
bajas o ultrabajas, y por tanto, el incremento del nimero capilar y de los factores de
recuperacion de crudo.

e Debido a la prueba de recuperacion de crudo en un medio poroso que fue positiva,
se recomienda realizar pruebas de mojabilidad y tension interfacial con crudo (en
lugar de hexadecano), con esto, se puede obtener un andlisis mas completo de los
mecanismos de recuperacién en los que estan actuando los bioproductos BS y BV.

e Evaluar el efecto de los bioproductos BS y BV sobre ka viscosidad de otros crudos.

e Realizar estudios reoldgicos mas completos de los crudos donde los bioproductos
BS y BV tengan efectos positivos sobre la viscosidad del mismo, esto permitira
definir mas adecuadamente efecto ocasionado en el crudo y su posible
comportamiento durante la recuperacién en yacimiento y transportacion.

e Evaluar la estabilidad de la mezcla a condiciones de yacimiento (por ejemplo:
temperatura, salinidad y pH).

e Considerando la baja solubilidad del bioproducto BV en agua y su abundancia en la
naturaleza, se podria probar su combinacion con otros biosurfactantes para

incrementar la cantidad del bioproducto BV incorporado en agua.
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Probar el bioproducto BS con otro terpeno o con algin bioproducto similar o
derivado del bioproducto BV.

Realizar formulaciones de mezclas a condiciones de yacimiento.

Continuar la investigacion de mezclas con otros biosurfactantes, lo cual puede
potenciar los efectos que tiene éste sobre el crudo, inclusive se podrian generar

sinergias.
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11. GLOSARIO

Bioproducto. Compuestos sintetizados a partir de microorganismos, plantas o animales, o
con algiin componente de materiales bioldgicos o renovables. El prefijo “bio” se refiere a
los insumos derivados de fuentes biologicas como los provenientes de microorganismos, la
agricultura y / o elaboracion de alimentos.

Biosurfactante. Moléculas anfifilicas sintetizadas por microorganismos, hongos o
levaduras dentro o fuera de su pared celular.

Concentracién micelar critica (CMC). Parametro caracteristico de los surfactantes que se
define como la concentracién en la que se alcanza la minima tension superficial y por arriba
de este valor el surfactante forma micelas espontaneamente.

Emulsion. Mezcla de liquidos inmiscibles de manera mas o menos homogénea. Un liquido
(la fase dispersa) es dispersado en otro (la fase continua o fase dispersante).

EOR (Enhanced oil recovery). Proceso de recuperacion de hidrocarburos que se aplica a
los yacimientos, en algunas ocasiones después de la recuperacion primaria y la secundaria,
con objeto de aumentar la recuperacion final del mismo.

Factor de recuperacion de crudo. Porcentaje que representan los hidrocarburos
recuperables en las reservas geoldgicas de crudo en un yacimiento o de un sistema de
recuperacion a nivel laboratorio o planta piloto.

Grados API. Parametro internacional del Americam Petroleum Institute (API), el cual
corresponde a la medida de la densidad de los productos liquidos del petréleo, derivado de
la densidad relativa de acuerdo con la siguiente ecuacion: Densidad APl = (1415 /
densidad relativa) — 131.5. La densidad API se expresa en grados; la densidad relativa 1.0
es equivalente a 10 grados API.

Isopreno (metil-1,3-butadieno). Compuesto organico con férmula CH,=C(CH3)-CH=CH..
Es producido de forma natural en los animales y en las plantas.

MEOR (Microbial enhanced oil recovery). Proceso de recuperaciéon de crudo mediante un
sistema bioldgico o via microbiana que consiste en el uso de microorganismos o sus
metabolitos.

Micela. Conglomerado dinamico de moléculas de surfactante (mondmeros).
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Microemulsion. Sistema de agua, aceite y por lo menos un compuesto anfifilico, como los
surfactantes. Esta emulsion tiene un tamafio de gota (globulos de aceite) menor a 100 nm,
lo que permite que la solucibn sea transparente, Opticamente isotropica Yy
termodindmicamente estable.

Mojabilidad. Es la capacidad que tiene un liquido de extenderse y dejar una traza sobre un
solido. Depende de las interacciones intermoleculares entre las moléculas superficiales de
ambas sustancias. Este pardmetro también es considerado como la preferencia de un solido
de estar en contacto con un fluido en lugar de otro.

Molécula anfifilica. Molécula con una proporcion o varias proporciones hidrofilicas
(polar) e hidrofébicas (no polar).

Nanoemulsién. Emulsion gque poseen tamafio de gota entre 20 y 500 nm, de apariencia
translicida y alta estabilidad cinética, sin requerir concentraciones de surfactante tan
elevadas para su formacion.

Permeabilidad. Capacidad de la roca para permitir el flujo de fluidos a través de su medio
poroso.

Porosidad. Cantidad de espacio vacio dentro de una roca o formacion.

Reologia. Es la ciencia de los fluidosque estudia la deformacion de un cuerpo sometido a
esfuerzos externos.

Surfactante. Moléculas anfifilicas que pueden ser sintetizados de manera quimica o
bioldgica. La principal capacidad de estas moléculas es disminuir la tension superficial.
Tension interfacial. Cantidad de energia libre existente en la zona de contacto de dos
liquidos inmiscibles.

Tension superficial. Cantidad de energia necesaria para aumentar la superficie de un
liquido por unidad de area. Este parametro es medido para sistemas liquido-gas.

Terpeno. Compuestos formados por la union de unidades pentacarbonadas ramificadas
relacionadas con el isopreno.

Viscosidad. Resistencia a la deformacion del fluido, la cual se ve afectada por la
temperatura. Este parametro relaciona el esfuerzo cortante con la velocidad de deformacion

0 de corte.
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13. ANEXOS

A.1 Medio mineral para la produccién de BS

Tabla A.1. Medio mineral para la produccién de biosurfactante

Componente Formula Cantidad para 1L
Peptona 4049
Fosfato de potasio dibasico K,HPO, 13.6¢
Fosfato de potasio monobasico KH,PO, 174¢
Sulfato de amonio (NHg)2 SO4 10g

Aceite de soya 10 mL




