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RESUMEN

En este estudio se describe el aislamiento e identificacion de consorcios microbianos
productores de biosurfactante provenientes de un campo petrolero mexicano
(Chicontepec). Estos aislados fueron capaces de crecer a una temperatura de 30, 40 y
60°C utilizando tres diferentes fuentes de carbono (glicerol, keroseno y melaza). Se
obtuvo una méaxima produccién de biosurfactante con uno de los aislados incubado a
40°C. Estos aislados exhiben caracteristicas bioquimicas, morfolégicas y fisiol6gicas de
Pseudomonas aeruginosa. Por otra parte, la secuenciacion parcial del gen 16S del acido
desoxiribonucleico ribosomal asigna a los aislados seleccionados dentro del grupo

bacteriano anteriormente mencionado.

El biosurfactante producido a partir de estos aislados microbianos reduce
significativamente la tension superficial del medio de cultivo, de 60 a 40 mN/m con una
Concentracion Micelar Critica de 1 112.5 mg/L. La produccion de biosurfactante purificado
fue de 26 mg de ramnolipidos/L. El biosurfactante resulto ser termoestable al exponerlo a
un rango de temperatura entre 50 a 121°C durante 1h. El analisis de espectroscopia de

infrarrojo revelo que la mezcla de biosurfactante es de naturaleza de polisacéarido.

Finalmente, las cepas bacterianas evaluadas en este trabajo podrian ser aplicadas en
métodos de Recuperacion Mejorada de Hidrocarburo Via Microbiana dentro de

yacimientos maduros.
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ABSTRACT

In this study, the isolation and identification of a biosurfactante producer microbial
consortium from the oil reservoir of a Mexican oil field (Chicontepec) is described. These
isolates were able to grow up at 30, 40 and 60 °C with three different carbon sources
(glycerol, kerosene and molasses). One of the isolates grew at 40°C with the maximum
production of biosurfactant. These isolates exhibed biochemical, morphological and
physiological characteristics of the Pseudomonas aeruginosa. Moreover, the partial
sequencing of the 16S ribosomal deoxyribonucleic acid gene of the selected isolates
assigned them to the above mentioned group.

The biosurfactant produced by these isolates significantly reduced surface tension of the
culture media, from 60 to 40 mN/m with a Critical Micelle Concentration of 1112.5 mg/L.
The purified biosurfactant production yield was 26 mg of ramnolipids/L. The biosurfactant
was exposed to different temperatures from 50 to 121°C during 1 h, and was found to be
thermostable. The infrared spectroscopy technique revealed that the partial structural
characterization of the biosurfactant mixture of the compounds was composed of

polysaccharides in nature.

Finally, bacterial strains evaluated in this work can be applied in methods of microbial

enhanced oil recovery at mature oil wells.
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Los avances de este trabajo fueron presentados en el siguiente evento:

XIV Congreso nacional de Biotecnologia y Bioingenieria del 19 al 24 de Junio del 2011 en
el formato de cartel con el tema “Aislamiento y Caracterizacion de una cepa de
Pseudomonas aeruginosa autéctonas de yacimientos petroleros productoras de
biosurfactante”. (ANEXO I).
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Figura 17. Secuencia obtenida tras la amplificacion de parcial del gen 16S RNAr de la

cepa 1A.

Figura 18. Secuencia obtenida tras la amplificacién de parte del gen 16S RNAr de la cepa
1B.
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Figura 19. Secuencia obtenida tras la amplificacién de parte del gen 16S RNAr de la cepa
1C.

Figura 20. Secuencia obtenida tras la amplificacién de parte del gen 16S RNAr de la cepa
1D.

Figura 21. Secuencia obtenida tras la amplificacién de parte del gen 16S RNAr de la cepa
3A.

Figura 22. Secuencia obtenida tras la amplificacién de parte del gen 16S RNAr de la cepa
3B.

Figura 23. Secuencia obtenida tras la amplificacion de parte del gen 16S RNAr de la cepa
3C.

Figura 24. Observacion del crecimiento microbiano de las cepas sembradas por separado
en medio de cultivo PPGAS modificado, en los matraces se presenta turbidez del medio
de cultivo y formacion de espuma que un indicador no especifico de la produccién de
biosurfactante. a) Blanco, b) Medio de cultivo inoculado con las cepas 1A, 1B, 1Cy 1Dy

¢) Medio de cultivo inoculado con las cepas 3A, 3By 3C.

Figura 25. Cinética de crecimiento microbiano y produccion de biosurfactante de la cepa
1B en medio de cultivo C. El crecimiento microbiano se monitoreo cada 2 h mediante la
lectura de la absorbancia del cultivo a 625 nm y la evaluacién de la produccién de
biosurfactante se determiné mediante la prueba de dispersién de gota. La fase lag se
presenta durante 4 h, posterior a esta continla la fase log hasta las 24 h con ya un
incremento considerable de la produccién de biosurfactante, el cual alcanza un maximo

en la fase estacionaria a las 36 h.

Figura 26. Prueba de dispersion de gota realizada durante la cinética de crecimiento y
produccion de biosurfactante con el aislado 1B en medio de cultivo PPGAS, se tienen

incrementos en el didmetro del halo de emulsién desde las 12 h de inoculacion.
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Figura 27. Graficos obtenidos para determinar que el biosurfactante producido por la cepa
1B presenta una CMC de 1112.5 mg/L. a) Grafico de concentracion de biosurfactante en
relacion a la tension superficial, b) Grafico de concentracién contra primera derivada de la
tension superficial y c) Grafico de concentracion en relacion a la segunda derivada de la
tension superficial y calculo de la CMC.

Figura 28. Curva de calibracién de absorbancia a 396 nm en relacién a la concentracion

de ramnosa en g/L, en ésta se obtuvo un valor de R cuadrado de 0.971.

Figura 29. Espectro de infrarrojo obtenido a partir del extracto crudo de biosurfactante

producido por la cepa 1B de Pseudomonas aeruginosa.
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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

ATCC: American Type Culture Collection (Coleccion Americana de Cultivos Tipo)
ATG: Aceite Terceario del Golfo

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (Herramienta Bésica de Busqueda Local de
Alineamientos)

cm: Centimetros

CMC: Concentracion Micelar Critica

CTAB: Cetil Trimetil Amonio

DNA: Desoxiribonucleic acid (Acido Desoxirribonucleico)

DNAr: Ribosomal Desoxiribonucleic acid (Acido Desoxirribonucleico Ribosomal)
EDTA: Etilen Diamino Tetracético

EOR: Enhanced Oil Recovery (Recuperacién Mejorada de Hidrocarburo)

g : Gramos

h: Horas

IR: Infrarrojo

Kg: Kilogramos

L: Litros

LIA: Lysine Iron Agar (Agar hierro lisina)

Lb: Libras

MEOR: Microbial Enhanced Oil Recovery (Recuperacion Mejorada de Hidrocarburo Via
Microbiana)

MIO: Movilidad, Indol y Ornitina

mg: Miligramos

UM: Micromoles

m?: Metros cubicos

min: Minutos

mm: Milimetros

mmbpce: Miles de millones de barriles de petréleo crudo equivalente

mL: Mililitro

pL: Microlitros

nm: Nanometros

PBS: Buffer de fosfatos

pb: Pares de bases
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PCR: Polymerase Chain Reaction (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)
PEMEX: Petréleos Mexicanos

pH: Potencial de hidrégeno

RM-VP: Rojo de Metilo-Voges-Proskauer

RNAr: Ribosomal Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico Ribosomal)
rpm: Revoluciones por minuto

TAE: Tris-acetato EDTA

TSI: Triple Sugar Iron (Agar hierro triple azucar)

U: Unidades

UAM: Universidad Autébnoma Metropolitana

% : Porciento

°C: Grados centigrados
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INTRODUCCION

Histéricamente la industria del petréleo ha utilizado procesos mecéanicos y quimicos para
combatir los problemas de produccion y recuperacion de crudo y gas. Principalmente se
emplean tres mecanismos basicos llamados: Primario, Secundario y Terciario; las cuales
aumentan el rendimiento final pero elevan los costos de produccién. La etapa de
extraccion primaria es la mas econémica y se realiza aprovechando la presién natural del
reservorio, durante la vida productiva del yacimiento la presién descendera y entonces es
donde se requiere hacer la recuperacion secundaria, que es la inyeccion de gas, agua o
vapor para compensar la pérdida de presion para extraer parte del hidrocarburo residual
entrampado dentro de los poros de las rocas. Aunque esta segunda extraccion aumenta
la recuperacion del hidrocarburo residual, queda una remanecia del mismo de alrededor
del 60%. Existe entonces, una tercera etapa de extraccion, denominada Recuperacion
Mejorada de Hidrocarburo o EOR por sus siglas en inglés, Enhanced Oil Recovery. Esta
técnica utiliza distintos métodos para aumentar la presion en el reservorio y/o disminuir la
viscosidad del hidrocarburo con base en la inyecciébn de quimicos como polimeros,
surfactantes, térmicos (estimulacion con vapor y combustion en sitio), miscibles
(hidrocarburos solventes) (Peldez, 2009). Dentro de este tipo de técnicas, se encuentra la
Recuperacion Mejorada Via Microbiana, denominada MEOR (Microbial Enhanced Oil

Recovery) (Raiger y Lépez., 2009).

Las tecnologias de MEOR (Microbial enhanced oil recovery) utiliza microorganismos
autdctonos y/o sus metabolitos para incrementar la recuperacion de hidrocarburo. Existen
tres mecanismos por la cuales los microorganismos pueden contribuir al incremento en la
recuperacion del hidrocarburo: a) microorganismos pueden producir biosurfactantes y
polimeros en la superficie celular, b) los microorganismos son capaces de producir acido y
gases para recuperar el hidrocarburo entrampado y c) los microorganismos pueden
taponear selectivamente los canales altamente permeables dentro del reservorio
(Salehizadeh et al., 2009).

En México existen yacimientos agotados, donde la recuperacién de crudo residual por
métodos convencionales es incosteable. El declive de nuestras reservas, condiciones
climatologicas adversas y la baja probabilidad de encontrar nuevos campos, son

circunstancias oportunas para implementar nuevas tecnologias en la industria del
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petréleo. Para ello se propone conocer y utilizar selectivamente a diversos
microorganismos autdctonos productores de biosurfactantes que favorezcan las
condiciones del crudo o bien de la roca permitiendo llevar a cabo una extraccion
econdmica y eficiente. Una vez identificados los cultivos o microorganismos productores
de biosurfactantes, se debe explorar la factibilidad de producirlos ex situ, con la finalidad
de aplicarlos directamente en los pozos petroleros. Para realizar esto se necesita conocer
las caracteristicas de los cultivos (cinéticas de crecimiento y produccién de metabolitos),

asi como evaluar diferentes condiciones de cultivo que permitan optimizar su produccion.

El objetivo de este proyecto radicé principalmente en el aislamiento y caracterizacion de
bacterias productoras de biosurfactante a partir de muestras de hidrocarburo provenientes
de campos petroleros de Chicontepec, asi mismo, se realizd una caracterizaciéon quimica
parcial del biosurfactante. Esto como parte de las pruebas preliminares ex situ realizadas

cuando se desea implementar como alternativa un sistema de MEOR en pozos petroleros.

El disefio experimental involucro:

- Aislamiento de consorcios aerobios a partir de muestras de hidrocarburo.

- Recuperacién de cepas capaces de producir biosurfactante en medio de cultivo
PPGAS modificado.

- Identificacidon molecular de dichas cepas por PCR.

- Caracterizacion morfolégica y bioquimica de las cepas productoras de
biosurfactante.

- Caracterizacion y cuantificacion parcial mediante espectroscopia de infrarrojo.

Este trabajo estd organizado en cuatro capitulos, en el capitulo 1 se presenta las
caracteristicas generales de surfactantes quimicos y biosurfactantes, en el capitulo 2 se
enmarcan los diferentes procesos de Recuperacion Mejorada de Hidrocarburo, haciendo
hincapié en la que nos concierne en particular que es la realizada a través de
microorganismos (MEOR). En el capitulo 3 se describen todos los métodos realizados
para cumplir con el objetivo planteado y por ultimo en el capitulo 4 se presentan los
resultados obtenidos y la discusion de los mismos en base a comparacion entre estos y

los recabados bibliograficamente.
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CAPITULO 1. ASPECTOS GENERALES DE SURFACTANTES Y
BIOSURFACTANTES

1.1. SURFACTANTES

Los surfactantes son moléculas alifaticas con un grupo hidrofilico e hidrofébico, esta
caracteristica les permite reducir la tension superficial y la tensién interfacial y formar
microemulsiones donde el hidrocarburo puede solubilizarse en el agua o bien, el agua

puede solubilizarse dentro del hidrocarburo.

Estas caracteristicas le confieren que actien como excelentes detergentes,
emulsificantes, espumantes y dispersantes (Desai et al., 1997), empleados ampliamente
dentro de la industria cosmética, farmacéutica, alimenticia y petrolera (Mohammad et al.,
2008).

1.1.1. CLASIFICACION DE SURFACTANTES

Los surfactantes son clasificados de acuerdo con su carga iénica en catiénicos, anionicos,
no iénicos y zwitteribnios y se encuentran caracterizados por su balance hidrofilico-
lipofilico (HLB), los compuestos solubles en agua presentan un alto HLB, mientras los
compuestos solubles en aceite presentan un bajo HLB. Algunos ejemplos de surfactantes

anibnicos, catiénicos, no ibnicos y Zwitteribnicos se mencionan en la tabla 1.

El grupo hidrofilico puede ser ibnico o altamente polar, de tal manera que éste pueda
actuar como funcionalidad de la solubilizaciébn en solventes polares. Los principales

grupos hidrofilicos que se encuentran en los surfactantes se mencionan en la tabla 2.
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Tabla 1. Clasificacion de surfactantes (Schramm, 2000).

Clase Ejemplo

Estereato de
sodio

Dodecil sulfato
o de sodio
Anidnico
Dodecil
vencen
sulfonato de
sodio

Laurilamina
hidroclorada

Cloruro de
L, trimetil dodecil
Cationicos .
amonio
Bromuro de
trimetil cetil
amonio

Alcohol
polioxietileno
No iénicos
Alquilfenol
etoxilato

Dodecil
betaino
Zwitterionicos Cocoamino-2-
hidroxi-propil-
sulfobetaino

Estructura

CH3(CH2)16COO-Na+

CH3(CH2)11804-Na+

CH3(CH,)1:CsH,SO3Na*

CH3(CH2)11NH3+C|_

C1oH2sN"(CH3)sCl

CH3(CHy)1sN"(CHs)3Br

CnH2n+l(OCHZCH2)mOH

CoH19-CsHa (OCH,CH,),OH

C12H25N*(CH3),CH,COO"

CrH2ns1CONH(CH_)3sN*(CHs),CH,CH(OH)CH,SO5
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Tabla 2. Grupos hidrofilicos mas comunes en los surfactantes (Sustersick, 2004)

Nombre Grupo hidrofilico

Sulfonato R-SO;M*
Sulfato R-OSO;M*
Carboxilato R-COO'M*
Fosfato R-OPOsM*
Amonio RHN X" (x= 1-3, y= 4-X)
Amonio cuaternario RJN*X
Betainas RN+(CH3)2CH2COO
Sulfobetainas RN*(CH3),CH,CH,SO3
Polioxietileno R-OCH,CH,(OCH,CH,),OH
Polipéptido R-NH-CHR-CO-NH-CHR’-CO---CO,H
Poliol Sorbitan, glicerol (C3HgO3), etilenglicol
(CzHeOz)
T OCH2CH(CH20H)CH2)n'“
Poliglicidi R-(OCH,CH(CH,OH)CH,OH

R: Grupo hidrofilico, M: Especie inorganica, X: Haluro, acetato, etc

SURFACTANTES ANIONICOS

Los surfactantes anidnicos presentan grupos polares cargados negativamente como
carboxilatos, sulfonatos, sulfatos o fosfatos, unidos a una cadena hidrocarbonada
hidrofébica. Si la cadena de carbonos en muy corta, el surfactante presenta una alta
solubilidad en agua y se adsorbe facilmente a la roca y en caso contrario, cuando la
cadena es muy larga el compuesto tendra baja hidrosolubilidad con mayor capacidad de
formacion de micelas y podra emplearse en sistemas no acuosos como aceites
lubricantes. Las sales de sodio y potasio de acido grasos de cadena recta de menos de
10 atomos de carbono son muy solubles para actividad superficial, pero con mas de 20

atomos de carbono son insolubles para utilizarse en medio acuoso.

Los derivados de los alquilbencensulfonatos lineales son un tipo especial de surfactantes
gue presentan una distribucién de anillos bencénicos al azar a lo largo de una cadena
lineal: La longitud de la cadena de la mayoria de los compuestos es de 12 atomos de
carbono. Son solubles en agua y se ionizan completamente, la solubilidad no se ve
afectada por el pH o por la dureza del agua. Son resistentes a la hidrélisis en acidos y
alcalis calientes. Sus sales de sodio no son solubles en disolventes organicos excepto los

alcoholes.

LAURA MONDRAGON MORA 5



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS AEROBIAS AUTOCTONAS DE YACIMIENTOS
PETROLEROS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES PARA SU APLICACION EN TECNICAS DE MEOR

Los sulfonatos de a-olefinas se producen por la reaccion de SO3; con a-olefinas lineales.
Estos surfactantes presentan mayor biodegradabilidad que aquellos que son derivados
del benceno.

El éter sulfosuccinato es soluble en disolventes organicos, se puede utilizar en sistemas
donde la cantidad de electrolitos es minima o nula. Una desventaja es que se hidroliza por
soluciones alcalinas y acidas calientes, perdiendo sus facultades de disminuir la tension

superficial y por lo tanto su efectividad (Sustersick, 2004).

SURFACTANTES CATIONICOS

Los surfactantes catiénicos cominmente utilizados en detergentes, agentes limpiadores y
cosmeéticos estan compuestos por una molécula lipofilica y otra hidrofilia que contiene una
carga positiva compuesta generalmente de grupos amonio terciario o cuaternario. Las
sales de cadenas larga que contienen un grupo de amonio de tipo terciario, obtenidas por
neutralizacion de las aminas con &cidos organicos o0 inorganicos, son utilizadas

principalmente en el tratamiento de textiles y ocasionalmente como suavizantes.

Estos surfactantes que contienen un grupo con carga positiva son compatibles con los no
ibnicos y zwitteridnicos, muchos de estos compuestos no son compatibles con
surfactantes anionicos.

Las aminas de cadena larga y sus sales se adsorben sobre la mayoria de superficies, son
muy solubles y estables en condiciones acidas. Actilan como agentes emulsificantes a pH
arriba de 7 y se utilizan también como inhibidores de corrosion en superficies metalicas.

Para las aminas de cadena larga polioxietilenados no se requiere de una solucién acida
para solubilizarse en agua. Las sales de bajo peso molecular son solubles en agua
mientras que las de alto peso molecular son solubles en aceite. Estos compuestos

muestran solubilidad inversa en agua caliente.

El derivado del 6xido de amina generalmente es el 6xido de la N-aquildimetilamina. Este
compuesto forma sales con aniones los cual lo convierte en una especie mas activa que

el anidnicos o el 6xido de amina (Sustersick, 2004).
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SURFACTANTES NO IONICOS

En contraste a sus contrapartes idnicas, los surfactantes no iénicos no se disocian en
iones hidratados en medios acuosos debido a que no presentan cargas eléctricas en sus
grupos hidrofilicos. Las propiedades hidrofilicas son provistas por hidratacién de grupos
polares como pueden ser los amido, amino, éter o hidroxilo que pueden formar puentes
de hidrégeno con la molécula de agua y dependiendo la cantidad y tipo de estos grupos,
el surfactante podra ser soluble en agua o en aceite (cuantificada en la practica mediante

el indice HLB, o balance hidrofilico - lipofilico).

Estos compuestos son compatibles con todo tipo de surfactantes. Son materiales activos
100 % libres de electrolitos. Al no presentar carga eléctrica, pueden ser resistentes a
aguas duras, a cationes metalicos polivalentes, a concentraciones altas de electrolitos.

Son solubles en solventes organicos y agua, incluyendo hidrocarburos.

Los compuestos alquilfenoles polioxietilienados son derivados principalmente del
disobutileno, del trimero de propileno o tetramero de propileno. La longitud del grupo
alquilado sobre el fenol o del polioxietileno puede variar, lo cual da como resultado un
amplio rango de productos que varian de solubilidad. Una desventaja es que son mas
resistentes a la biodegradacién que otros tipos de surfactantes no iénicos. Los alcoholes
de cadena lineal y los alcoholes etoxilados son compuestos facilmente biodegradables,
son mas resistentes a la hidrdlisis en soluciones alcalinas calientes y son mas solubles
gue los correspondientes etoxilados de los acidos grasos. Los mercaptanos
polioxietilenados son inestables en agentes oxidantes, tal como cloruros, hipocloritos,

peréxidos y acidos fuertes, pero son estables en alcalis calientes (Sustersick, 2004).

SURFACTANTES ZWITTERIONICOS

Los surfactantes zwitteridnicos son aquellos en donde la molécula puede contener ambas
cargas, positiva y negativa. Estos surfactantes pueden mostrar sensibilidad a los cambios
de pH, los cuales pueden comportarse como aniones a pH alcalinos y catidnicas a pH
acido. En el pH muy cercano de su punto isoeléctrico existen principalmente como
zwitterionicos y muestran minima solubilidad en agua y son menos espumantes y

presentan poca detergencia.
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Uno de los compuestos zwitterionicos que es sensible al pH es el acido de la B-N-
alquilaminopropidnico. Su punto isoeléctrico es a un pH aproximado de 4. Es muy soluble
en soluciones acuosas de &cidos y bases fuertes. Estos derivados pueden solubilizar a
compuestos organicos e inorganicos. Sin embargo su solubilidad es baja en disolventes

organicos, incluyendo el etanol.

Las N-alquilbetainas son otro tipo de surfactantes zwitteribnicos que son sensibles al pH,
son compatibles con toda clase de surfactantes. En soluciones acuosas y heutras son
compatibles con los alcalinotérreos y otros iones metalicos (AI"™, Cr'™™, Cu™, etc) y a pHs

bajos forman precipitados con los surfactantes anionicos (Sustersick, 2004).

1.1.2. FORMACION DE MICELAS EN  SOLUCIONES ACUOSAS
CONTENIENDO SURFACTANTES

En soluciones acuosas, los surfactantes forman agregados de moléculas denominadas
micelas, en donde la parte hidrofébica del surfactante se oculta del entorno acuoso,
mientras que la parte hidrofilica queda expuesta a la fase acuosa. La formacion de
micelas en soluciones acuosas se da como resultado de la tendencia de las cadenas
alquilicas para evitar el contacto desfavorable con el agua y la capacidad de la parte polar

para mantener contacto con el ambiente acuoso.

Una descripcién termodinamica del proceso de formacion de micelas incluye la
contribucién del efecto electrostatico e hidrofébico sobre la energia de Gibbs del sistema.
El agua y los hidrocarburos no son miscibles; el limite de solubilidad de las especies
hidrofébicas en el agua puede atribuirse al efecto hidrofébico. La energia de Gibbs puede
definirse como la diferencia entre el potencial quimico del soluto hidrocarburo en agua y

como hidrocarburo solvente en una dilucién infinita (ecuaciéon 1.1).

AGP = e - P8 (1.1)

Donde, p°sc Y M%aq  SON los potenciales quimicos del hidrocarburo disuelto en
hidrocarburo solvente y en agua, respectivamente, y AG° es la energia de Gibbs para el

proceso de transferencia de hidrocarburo soluto del hidrocarburo solvente al agua. En una
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serie homologa de hidrocarburos (ej. n-alcanos o n-alquenos), el valor de AGy

generalmente se incrementa de acuerdo con la ecuacion 1.2.

AG? = (a-bno)RT (1.2)

Donde a y b son constantes para una particular serie de hidrocarburos y n. es el nUmero
de atomos de carbono en la cadena. La energia de Gibbs, AG:°, puede dividirse en las

contribuciones entrépicas y entalpicas (ecuacion 1.3) (Schramm, 2000).

AGe = AHP- TASE (1.3)

Donde AH;° y AS° son la entalpia y la entropia de transferencia, respectivamente. Como
en todo proceso quimico para que el fendbmeno se produzca de forma espontanea la
variacion de la energia libre de Gibbs debe de ser negativa; es decir: el balance entre las
contribuciones entalpica y entropica debera ser favorable. La primera de ellas esta
relacionada con la energia de las interacciones puestas en juego en el proceso
(fundamentalmente intermoleculares), mientras que la segunda lo esta con los parametros
estadisticos relacionados a su vez con el grado de orden existente en el sistema (nGmero
de microestados posibles asociados a una determinada energia). Cuando se analizan
disoluciones, el balance de ambas contribuciones lleva, frecuentemente, a la dispersion
molecular del soluto en el seno del disolvente, pero en otras esto no es posible. En tales
casos el compuesto sufrirA fendmenos de asociacion, que pueden acabar en una
precipitacién dependiendo de las condiciones existentes. Sin embargo, cuando la
estructura quimica del soluto es apropiada (posee dos partes con comportamientos
guimicos bien distintos) y el liquido dispersante es buen disolvente para una de las partes
y malo para la otra, se pueden formar micelas gracias a la tendencia a la precipitacion de
una de las partes de la molécula frente a la tendencia a la disolucion de la otra. Si ambas
partes pertenecieran a diferentes moléculas, se produciria una precipitaciéon de los
componentes no solubles, quedando los solubles disueltos de forma normal. Sin embargo,
la existencia de esa fuerte unidn entre ambas (enlaces quimicos) impide que se produzca
la separacion o precipitacion selectiva. Como las interacciones de la parte no soluble con
el disolvente presentan un balance energético desfavorable, el sistema tendera a una

reorganizacion de las moléculas del medio. Esta reorganizacién consistird en la unién de
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las partes no solubles entre si con lo que se evitan los contactos de esa parte con el
disolvente y se reduce la componente desfavorable de la energia quedando alrededor de
esta zona otra formada por la parte soluble. La corteza quedara en contacto con el
disolvente, lo que propicia dos efectos: la proteccién del nacleo interior frente al disolvente
y el aumento en las interacciones de la parte soluble con el disolvente, acompafiados por
un desprendimiento de energia. El resultado final es la dispersion del compuesto en el
disolvente, pero no en particulas monomoleculares y por tanto, en realidad no se trata de
una verdadera disoluciéon sino mas bien de una dispersion de propiedades especiales.
Por lo tanto, el fendmeno se produce como resultado de dos fuerzas opuestas; una de
ellas atractiva (entalpica) dirigida hacia la asociacion de micelas y otra repulsiva
(entrépica) que previene el crecimiento de ellas hasta una fase macroscépica (Katime et
al., 2003).

1.1.3. USO DE SURFACTANTES EN LA INDUSTRIA PETROLERA

La industria petrolera, el uso de biosurfactantes ha tomado grandes consideraciones en
los procesos de perforacidén, produccion y refinacién del petroleo, debido a que esta
industria debe enfrentar problemas provocados por los fenGmenos interfaciales desde las

operaciones de perforacion hasta la obtencion de los productos acabados.

Una aplicacién importante de los surfactantes es la produccion de emulsiones estables de
crudos pesados en agua (tipo O/W, oil-in-water) con propdsitos de extraccion, transporte y
almacenamiento del crudo. La formacién de este tipo de emulsiones para reducir la
viscosidad de crudos pesados es una alternativa a métodos convencionales tales como el
calentamiento o la dilucién con crudos livianos o gaséleos, los cuales implican enormes
costos de inversion y de funcionamiento. Sin embargo, hay que tener en cuenta el grado
de emulsiéon que pudiese formar el biosurfactante, ya que en algunas ocasiones el
producto terminado debera tener cierto contenido de agua y si se sale del rango

establecido por la normatividad, es posible que el producto sea rechazado.

En las Ultimas décadas se han utilizado surfactantes no-i6nicos y aniénicos para
emulsionar el crudo en agua. Los surfactantes no-idnicos tienen la ventaja de ser casi
insensibles a la salinidad de la fase acuosa, mientras que algunos surfactantes anionicos

tienen la ventaja de reducir mas la tension interfacial crudo/agua, y resultan mas
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economicos que los surfactantes no-idnicos. En una formulaciéon comercial no sélo esta
presente el surfactante o una mezcla de estos, sino también otra serie de compuestos,
como los co-surfactantes, alcalis o polimeros que pueden modificar las condiciones del
sistema. En este sentido, recientemente se ha reportado la influencia de aminas de

cadena corta como estabilizantes de emulsiones de crudo en agua (Delgado et al., 2007).

1.2. BIOSURFACTANTES

La enorme demanda del mercado de los surfactantes empleados principalmente en la
industria petrolera ha provocado un incremento en la preparacion por sintesis de
numerosos surfactantes quimicos. Los rapidos avances en la biotecnologia en cuanto a la
produccion de metabolitos a gran escala y produccién de microorganismos genéticamente
modificados, asi como el incremento de la necesidad de proteger al medio ambiente,
provee un buen futuro para considerar seriamente a los surfactantes biolégicos como
alternativas debido a su diversidad, naturaleza amigable al ambiente , baja toxicidad y la
posibilidad de produccion a través de procesos fermentativos de manera ex situ e in situ y
su aplicacion potencial en el cuidado a la salud, industria alimenticia y en la industria

petrolera (Tugrul et al., 2005).

Un importante mercado de empleo de los biosurfactantes se encuentra en la
polimerizacion y emulsién de pinturas. Al igual, se emplean ampliamente en la formulacién
de asfaltos, cementos, textiles y manufacturacién de fibras, adicionalmente en el
tratamiento de metales, mineria, tratamientos de agua. Pueden ser utilizados en la
industria de los alimentos, los cosméticos y como productos de limpieza. En agricultura

como diluyentes y dispersantes de fertilizantes y pesticidas (Sulbaran et al.; 2005).

Entre algunas aplicaciones relacionadas con la industria petrolera estan los procesos de
biorremediacion de suelo o agua contaminada y dispersién de derrames petroleros,
remocién y movilizacion de petréleo adherido al interior de tanques, dispersién de
asfaltenos, transporte de hidrocarburo, limpieza interior de ductos transportadores de

hidrocarburo y recuperacion mejorada del petréleo.

Los biosurfactantes son producidos por diferentes grupos de microorganismos, estos

compuestos generalmente son metabolitos secundarios excretados por los
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microorganismos durante la fase estacionaria de crecimiento (Sulbaran et al., 2005) y
presentan una alta actividad de superficie y propiedades emulsificantes, su principal papel
fisiologico es el de incrementar la biodisponibilidad de hidrocarburos aromaticos
policiclicos con el fin de permitir su biodegradacién y reducir la tensién interfacial (Bagheri
et al., 2009).

Los microorganismos son capaces de producir una gran variedad de metabolitos con
excelentes propiedades tensoactivas, sin embargo, su uso y aplicacion se ha visto
mermada por el costo de produccién y purificacion, en comparacion con la
correspondiente sintesis quimica de surfactantes (Araujo et al., 2007). El costo en la
produccion de biosurfactante puede ser reducido por optimizacién en la composicion del
medio de cultivo de produccién, utilizando sustratos econémicos o a través del disefio y
operacion de bioreactores (Amani et al., 2009). La calidad y estructura quimica de los
biosurfactantes dependen de las condiciones de cultivo, como son fuente de carbono y
nitrégeno, elementos traza, temperatura, oxigeno y pH que promueven cambios en la
estructura quimica de la molécula, y consecuentemente, alteran sus caracteristicas

fisicoguimicas (Fonseca et al., 2007).

1.2.1. TIPOS DE BIOSURFACTANTES

Como ya se considero con anterioridad, los surfactantes sintetizados quimicamente se
clasifican de acuerdo con su grupo polar, en contraste con los biosurfactantes que se
catalogan considerando su composicién quimica y a su origen microbiano. En general, su
estructura incluye un grupo hidrofilico consistente de aminoacidos o péptidos aniénicos o
cationicos; mono-, di-, o polisacaridos; y un grupo hidrofébico consistente de un acido
graso saturado o insaturado. La mayor clase de biosurfactantes incluyen glicolipidos,
lipopéptidos y lipoproteinas, fosfolipidos y acidos grasos (Desai et al., 1997). En la tabla 3
se presenta un concentrado de los diferentes tipos de biosurfactantes y los principales

microorganismos que los producen.

GLICOLIPIDOS

Consisten de un mono-, di-, tri- y tetrasacaridos que incluyen la glucosa, manosa,

galactosa, acido glucuronico, ramnosa y sulfato de galactosa combinados con una cadena
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alifatica o acidos hidroxialifaticos. Los glicolipidos mas conocidos son los ramnolipidos,
trehalipidos y soforolipidos (Desai et al., 1997).

Ramnolipidos. Estan constituidos por una o dos moléculas de ramnosa unidas a una o
dos moléculas de &cido B-hidroxidecanoico. La produccion de ramnolipidos ha sido
descrita en cultivos de Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas putida, Pseudomonas
chlororaphis y Burkholderia sp (Suwansukho et al., 2008) con una disminucion de la
tension interfacial a 1mN/m y tension superficial de 25 a 30 mN/m en n-hexano. Los
surfactantes L-Ramnosil-L-Ramnosil-p-hidroxidecanol-p-hidroxidecanoato y L-Ramnosil-§-
hidroxidecanol-p-hidroxidecanoato, ramnolipidos 1 y 2 respectivamente, son los

principales tipos de glicolipidos producidos por P. aeruginosa (Desai et al., 1997).

La produccién de ramnolipidos promueve la adhesién de células microbianas al
hidrocarburo debido a una reduccién en la tension superficial, permitiendo una mayor
biodisponibilidad de los nutrientes para ser metabolizados (Ali Raza et al., 2006).
Mediante cromatografia de liquidos acoplada con espectroscopia de masas se detectd la
produccion de 28 diferentes tipos de ramnolipidos, variando Unicamente en la longitud de
la cadena de acidos grasos de Cg a Cy; y en la posicion y cantidad de insaturaciéon
(Soberén et al., 2005).

Trehalolipidos. Estan compuestos por el disacarido trehalosa unido al carbono C-6 y C-
6" del acido micolico, este tipo de biosurfactante generalmente se encuentra asociado a la
mayoria de las especies de Mycobacterium, Nocardia y Corynebacterium (Desai et al.,
1997). El acido micélico estd compuesto de una cadena larga de &cidos grasos o-
ramificado-p hidroxi. Los trehalipidos producidos por diferentes microorganismos varian
Unicamente en el tamafio y estructura del &cido micdlico, el nimero de atomos de carbono

y el grado de insaturacion (Rahman et al., 2008).

Sophorolipidos. Estan constituidos del carbohidrato dimérico Soforosa unido a una
cadena larga hidrofébica de acidos grasos de 16 a 18 atomos de carbono con una o mas
insaturaciones. Estos biosurfactantes son una mezcla de al menos 6 a 9 diferentes
soforosidos (Desai et al., 1997). La soforosa es un disacérido de glucosa con una unién

inusual B-1,2 acetilada en la posicion 6°-y/o 6”. El grupo carboxilico terminal del acido
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graso puede estar libre (4cidica) o internamente esterificado en la posicion 4 o en
algunos casos en las posiciones 6- 6 6'-(lactonicos).

Los soforolipidos lactonicos y acidicos disminuyen la tension interfacial entre la mezcla n-
hexadecano y agua de 40 a 5 mN/m con una CMC de 40 a 100 mg/L y muestran gran
estabilidad durante cambios significativos de pH y temperatura.

Los soforolipidos son sintetizados en altas concentraciones por levaduras no patégenas
como son Torulopsis magnoliae, Torulopsis bombicola, Torulopsis petrophilum, Candida
apicola y Candida bogoriensis (en contraste con los ramnolipidos, que son producidos
mayormente por cepas bacterianas pertenecientes al género Pseudomonas). (Van
Bogaert et al., 2007).

LIPOPEPTIDOSY LIPOPROTEINAS

Existen una gran variedad de lipopéptidos ciclicos incluyendo decapéptidos
(gramicidinas) y lipopéptidos (polimixina) producidos por Bacillus brevis y Bacillus
polymyxa respectivamente, que ademas de funcionar como antibiéticos, poseen actividad
surfactante. El tipo de aminoacidos presentes en la molécula del biosurfactante, puede
variar dependiendo del género microbiano que los produce, por ejemplo: lipidos
conteniendo a la ornitina son producidos por cepas de Pseudomonas rubescens y
Thiobacillus thiooxidans, lipidos conteniendo ornitina y taurina de Gluconobacter cerinus y
lipidos conteniendo lisina de Agrobacter tumefaciens exhiben propiedades biosurfactantes
(Desai et al., 1997).

El lipopéptido ciclico denominado surfactina producido por Bacillus subtilis ATCC 21332
es uno de los mas poderosos biosurfactantes, el gran interés sobre la surfactina es que
presenta un caracter anfifilico, el cual es capaz de reducir la tensién superficial de 72 a
29.7 mN/m a concentraciones de 0.005 % (Mohammad, 2008). Bacillus licheniformis
produce varios biosurfactantes que actian sinérgicamente y exhiben excelente estabilidad
a rangos amplios de temperatura, pH y salinidad, entre el mas estudiado se encuentra la
Lichenisina A que reduce la tension superficial de 72 a 28 mN/m con una Concentracion
Micelar Critica de 12 uM.
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ACIDOS GRASOS Y LIPIDOS NEUTROS

Este tipo de biosurfactante es producido por una gran variedad de especies bacterianas y
levaduras durante su crecimiento sobre n-alcanos. El balance hidrofilico o lipofilico de los
acido grasos estéa relacionado con la longitud de la cadena de hidrocarburo. Los &cidos
grasos que disminuyen considerablemente la tensién superficial e interfacial, son aquellos
gue en su molécula presentan entre 12 y 14 atomos de carbono. La cepa de
Acinetobacter sp HO1-N forma vesiculas ricas en fosfatidiletanolamina, también se ha
descrito la produccién de fosfolipidos por Aspergillus sp y Thiobacillus thiooxidans. Tanto
Arthrobacter cepa AK-19 como Pseudomonas aeruginosa 44T1 acumulan alrededor del

40 a 80% de lipidos cuando son cultivados en hexadecano.

Dentro de este tipo de biosurfactantes, se ha encontrado que la fosfatidiletanolamina
producida por Rodococcus erythropolis provoca una disminucion en la tensién interfacial

entre agua y hexadecano a menos de 1 mN/m y una CMC de 30 mg/l (Desai et al., 1997).

BIOSURFACTANTES POLIMERICOS

Dentro de los biosurfactantes poliméricos mas conocidos se encuentran el emulsan,
liposan, manoproteinas y otros complejos de polisacaridos-proteina. Acinetobacter
calcoaveticum RAG-1 produce un potente amfifatico heterosacarido bioemulsificador
denominado emulsan que se caracteriza por tener una alta efectividad a concentraciones
entre 0.001 a 0.1 %. La molécula de este biosurfactante esta compuesta por un trisacarido
de N-acetil-D-galactosamina, acido urdnico N-acetil galactosamina, y un azucar indefinida
unidos a la molécula de acido graso mediante un enlace covalentemente o-éster.
(Rahman et al., 2008).

Otro biosurfactante producido por Acinetobacter calcoaceticus A2 es el biodispersan, el
cual es un heteropolisacarido aniénico con un peso molecular de 51 400 y contiene 4
azucares: glucosamina, 6-metilanohexosa, galactosamina, acido urénico, y un azucar

indefinido.

Candida lipolytica produce un biosurfactante extracelular soluble en agua llamado

Liposan, compuesto de 83 % de carbohidratos y 17% de proteinas. La porcion de
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carbohidratos consistente de glucosa, galactosa, galactosamina, y acido galacturénico
(Desai et al., 1997).

Tabla 3. Fuente microbiana y propiedades de algunos biosurfactantes de importancia en
la industria petrolera (Desai et al., 1997)

Tension Tension
Biosurfactante Organismo superficial CMC (mg/L) interfacial
(mN/m) (mN/m)
. Pseudomonas aeruginosa 29 0.1-10 0.25
Ramnolipidos Pseudomonas sp 25-30 0.1-10 1
Rodococcus erythropolis 32-36 4 14-17
Trehalolipidos Nocardia erythropolis 30 20 3.5
Mycobacterium sp 38 0.3 15
Torulopsis bombicola 33 1.8
Soforolipidos Torulopsis aplicola 30 0.9
Torulopsis petrophilum
Lipopéptido Bacillus licheniformis 27 12-20 0.1-0.3
Serrawetina Sewanella marcenscens 28-33
Viscosina Pseudomonas fluorescens 26.5 150
Surfactina Bacillus subtilis 27-32 23-160 1
Subtilisina Bacillus subtilis
Acidos grasos Corynebacterium lepus 30 150 1
Lipidos neutros Nocardia erythropolis 32 3
Fosfolipidos Thiobacillus thiooxidans
Emulsan Acinetobacter calcoaceticus

Biodispersan  Acinetobacter calcoaceticus
Mannan-lipido-
proteina
Liposan Corynebacterium lipolytica
Carbohidrato-
proteina-lipido

Corynebacterium tropicalis

Pseudomonas fluorescens 27 10
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1.2.2. FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION DE BIOSURFACTANTES

La viabilidad econdmica para la producciéon y aplicacion de biosurfactante mediante
procesos biotecnoldgicos representa un gran reto, sobre todo durante las etapas de
biosintesis y purificacion del producto. Para disminuir el costo en la produccion en
aproximadamente 50% es necesario tomar en cuenta ciertos puntos (Mohammad et al.,
2008): a) el uso de sustratos econdémicos o de desecho que disminuyan el costo del
proceso, b) Optimizacién de las condiciones de cultivo e implementacién de procesos de
purificacién efectivos y rentables y c¢) desarrollo y uso de cepas sobreproductoras,
mutantes o recombinantes, para aumentar los rendimientos. Para llevar a cabo
satisfactoriamente cualquiera de los puntos anteriormente descritos, es necesario conocer
las cinéticas y rutas metabdlicas de produccién con base en los microorganismos y los

subproductos elegidos.

Algunos elementos traza como el hierro y manganeso, asi como ciertos precursores
presentes en los medios de cultivo pueden influir sobre la eficiencia, propiedades y
estructura quimica de los biosurfactantes (Jiménez et al., 2010). Otro ejemplo de la
influencia de la fuente de nitrégeno sobre la produccién de biosurfactante, se encontrd
durante el crecimiento de Pseudomonas aeruginosa con un incremento en la produccién
del biotensoactivo cuando se limito la concentracién de nitrégeno en el medio de cultivo.
Varios estudios se han enfocado en la estandarizacion de medios de cultivo con el fin
incrementar la produccion, principalmente se ha evaluado el efecto de diferentes fuentes
de carbono y nitrégeno, considerando el tipo y concentracién de los mismos (Jiménez et
al., 2010).

Un sin nimero de factores abidticos afectan la produccién de biosurfactante, entre los
cuales se encuentran los factores ambientales entre los que se encuentran pH,
temperatura, presion, salinidad, oxigeno disuelto y agitacion; y factores nutricionales que
involucran concentracion y tipo de fuente de carbono y nitrégeno empleada como

sustrato, entre otras.
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FACTORES AMBIENTALES

La produccién de biosurfactantes como muchas otras reacciones quimicas, puede verse
afectada por varios factores los cuales incrementan o inhiben su produccion. Acorde a
esto, factores ambientales como pH, salinidad, agitacion, oxigeno disuelto y temperatura
afectan la produccion de biosurfactante (Bagheri et al., 2009).

Robert et al, 1989 encontraron que la temperatura 6ptima para la produccion de
biosurfactantes es de 37°C para Pseudomonas aeruginosa 44T, por otro lado, Bacillus
subtilis crece y produce surfactina bajo condiciones termofilicas y mesofilicas a 45°C y

30°C respectivamente con una disminucién en la tensién superficial de 68 a 32 mN/m.

El tratamiento térmico de algunos biosurfactantes no provoca cambios apreciables en sus
propiedades quimicas, como son tension interfacial y superficial y eficiencia de emulsion,
estas propiedades permanecen constantes después de esterilizar el biotensoactivo a
120°C durante 15 min.

El pH del medio de cultivo afecta considerablemente la produccion de soforolipidos por
Turolopsis bombicola. Los ramnolipidos producidos por Pseudomonas sp tienen un pH
Optimo de produccién entre 6 a 6.5 y decaen rapidamente por arriba de 7. La produccién
del biosurfactante de tipo lipidico por Nocardia corynbacteroides no se encuentra afectado
en el rango de pH entre 6.5 a 8, esta caracteristica trae grandes ventajas al permanecer
estables la tensidn superficial y el valor de CMC del biosurfactante sobre un amplio rango
de pH.

Un incremento en la velocidad de agitacién causa una reduccion en la produccién de

biosurfactante por Nocardia erythropolis.

FACTORES NUTRICIONALES

La cantidad de biosurfactante producido por una cepa bacteriana depende en gran
medida de ciertos factores nutricionales del medio de cultivo, entre las que se incluyen
relacion carbono-nitrogeno, catines divalentes, tipo de fuente de carbono disponible y

otros nutrientes limitantes.
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FUENTE DE CARBONO

El tipo de fuente de carbono utilizado como sustrato influye directamente sobre la calidad
y cantidad del biosurfactante (Das et al., 2009). En la mayoria de los casos, la adicion de
sustratos inmiscibles en agua, como alcanos y algunos otros hidrocarburos, promueven la
produccion de biosurfactantes, sin embargo, al ser fuentes poco econdmicas, se ha
volcado el interés en utilizar fuentes de carbono miscibles en agua como glicerol, glucosa,
manitol, etanol y melazas que presentan similares resultados en cuanto al nivel de

produccion de biotensoactivos y son mucho mas econémicos.

Robert et al., (1989), utilizo diferentes fuentes de carbono como glicerol, manitol, aceite de
oliva, fructosa, succinato y piruvato para determinar su efecto sobre la produccion de
biosurfactante por una cepa de Pseudomonas aeruginosa 44T1, la variacion en la
reduccion de la tension superficial del medio fue de 72 mN/m hasta 30, 28.5, 28.4, 31.7,
29.6 y 32.9 mN/m respectivamente. Otras fuentes de carbono empleadas para la
produccion de ramnolipidos por Pseudomonas aeruginosa han sido aceite de soya, n-
hexadecano, aceite de maiz, efluentes de la produccién de aceite de girasol y etanol,

suero de la industria de queso entre otras (Bodour et al., 2004 y Nitschke et al., 2005).

Javaheri et al., 1985 obtuvieron un biosurfactante capaz de reducir la tensién superficial
de 70 a 28 mN/m a partir de una cepas de Bacillus licheniformis JF-2 en un medio mineral
suplementado con glucosa como fuente de carbono. De la misma manera, utilizando una
cepa de Bacillus subtilis se produjo surfactina con sacarosa como fuente de carbono. Por
otro lado, Mohammad et al., (2008) demostrd que la melaza como suplemento del medio
de cultivo a una concentracion del 16 % era la mejor fuente de carbono para la produccion
de surfactina por Bacillus subtilis y que al utilizar lactosa, galactosa, hexadecano y
parafinas se presenté una inhibicion del crecimiento microbiano, dando como resultado

una disminucion en la produccion de surfactina.
FUENTE DE NITROGENO
Se ha demostrado que algunas cepas de Arthrobacter paraffineus producen

biosurfactante eficientemente cuando se emplean sales inorganicas de amonio y urea

como fuente de nitrdgeno, mientras que otras prefieren la adicibn aminocidos como
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acido aspartico, acido glutamico, asparagina y glicina al medio de cultivo. En contraste,
Pseudomonas aeruginosa y Rhodococcus sp utilizan preferentemente los nitratos como

fuente de nitrégeno para una mayor produccion de biosurfactante (Jiménez et al., 2010).

Syldatk et al., 1985 determinaron que la disminucion en la concentracion de la fuente de
nitrégeno en muchos casos, provoca una sobreproduccion de biosurfactante y ademas
puede cambiar la composicion quimica de este. Guerra-Santos et al., (1986), observaron
una maxima producciéon de ramnolipidos cuando se emple6 una relacién C:N en el medio
de cultivo de 16:1 y de 18:1 y una deplecion en la produccion del tensoactivo con una
relacion de C:N de 11:1.

Para la produccion de surfactina por Bacillus subtilis, el nitrato de amonio provee la mejor
fuente de nitrdgeno a una concentracion de 0.5-1 g% (Monammad et al., 2008 y Fonseca
et al., 2009).

Makkar y Cameotra en 1997 obtuvieron un maximo de lipopéptido a partir de Bacillus
subtilis después de 72 h de incubacién a 45°C con urea y nitratos como fuente de
nitrégeno a una concentracion de 3 g/L. De igual manera, la produccion de biosurfactante
de Pseudomonas aeruginosa utilizando diferentes fuentes de nitrogeno (NaNOz, NH4NO3,
(NH,)2S0O,4 y NH4CI) con concentraciones que varian de 2 a 5 g/L, revelo una disminucién
satisfactoria en la tension superficial al utilizar NaNO3 a una concentracion de 2 al 3 g/L
(Fonseca et al., 2007).

IONES Y ELEMENTOS TRAZA

Para obtener mayores rendimientos en la produccién de ramnolipidos por una cepa de
Pseudomonas aeruginosa DSM 2659, fue necesario limitar la concentracion de algunos
iones divalentes, como es el caso de Mg?, Ca*, K', Na*y otros elementos traza.
Georgiou et al.,, 1992 encontraron una disminuciéon en la producciéon de tensoactivo
cuando emplearon medios de cultivo con alta fuerza iénica; por ejemplo, altas salinidades
pueden inactivar la produccion de glicolipidos por Torulopsis apicola, sin embargo,
también se han obtenido altas concentraciones de liquenisina A por Bacillus licheniformis

BAS-50, en medios de cultivo con concentraciones mayores al 13% de cloruro de sodio.
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El hierro también es un elemento traza cuya concentracion influye en la sintesis de
biosurfactantes. Se ha reportado un incremento en la produccioén de biotensoactivos por
Pseudomonas putida con una relacion carbono/hierro (C/Fe mol:mol) igual a 26 000
(Amézcua et al., 2004).

De esta manera, la naturaleza fisica del medio afecta la produccién de biosurfactante en
diferentes maneras en distintos consorcios microbianos. La eleccion de materiales
econdmicos es importante para mantener la rentabilidad del proceso, ya que es capaz de
reducir hasta en un 50 % el costo de la produccion final (Bagheri et al., 2009).

1.2.3. VENTAJAS DEL USO DE BIOSURFACTANTES

Los biosurfactantes tienen muchas ventajas sobre los surfactantes quimicos (Desai y

Banat, 1997), entre ellas estan:

v' Biodegradabilidad. Los biosurfactantes son mas faciles de biodegradar.

v' Toxicidad. La toxicidad de los biosurfactantes en general es baja.

v/ Biocompatibilidad. Los biosurfactantes tienen la capacidad de actuar con
una adecuada respuesta al huésped en una aplicacion especifica y no ser téxicos para
los organismos incluidos el ser humano. Lo anterior le permite su aplicacion en

cosmeéticos, farmacos y como aditivos de alimentos.

v' Disponibilidad de materias primas: los biosurfactantes se pueden producir
a partir de materias primas baratas, disponibles en grandes cantidades. La fuente de
carbono puede provenir de hidrocarburos, carbohidratos y/o lipidos, que pueden ser

usados por separado o en combinacion.

v' Control ambiental: los biosurfactantes pueden ser usados eficientemente
en el manejo de emulsiones industriales, control de derrames de petréleo, biodegradacion

y detoxificacion de efluentes industriales y en biorremediacion de suelos contaminados.

v' Especificidad: los biosurfactantes, siendo moléculas organicas complejas

con grupos funcionales especificos, son frecuentemente especificos en su actividad (de
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particular interés en la eliminacion o detoxificacion de contaminantes especificos). De-
emulsificacion de emulsiones industriales, aplicaciones en cosméticos especificos,

farmacéuticos y alimentos.

v'  Eficacia: Los biosurfactantes actian a las temperaturas, pH vy
concentraciones de sal extremas en las cuales fueron generados por los

microorganismos.
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CAPITULO 2. PROCESOS DE RECUPERACION MEJORADA DE
HIDROCARBURO VIA MICROBIANA

2.1. EOR

Durante los pasados 50 afios, se han desarrollado una variedad de métodos para
recuperacion mejorada de hidrocarburo (EOR) para ser aplicados a yacimientos maduros
y mayormente agotados. Estos métodos mejoran la eficiencia de recuperacion de
hidrocarburo comparados con los métodos de recuperaciéon primarios y secundarios
(Amarnath, 1999).

Los mecanismos de recuperacién mejorada de hidrocarburo involucran la inyeccion de
algun fluido (gas, vapor o agua) dentro del yacimiento. La inyeccién de estos fluidos
proporciona un suplemento a la energia natural presente dentro del yacimiento para poder
desplazar el hidrocarburo dentro del pozo. Asi también, otro tipo de fluidos interactian con
el sistema roca/hidrocarburo para crear condiciones favorables para la recuperacion del
hidrocarburo. Estas interacciones son atribuibles a mecanismos fisicos, quimicos o
microbioldgicos que incluyen la disminucién de la tensién superficial, reduccion de la

viscosidad, modificacion de la mojabilidad (Emegwalu, 2009).

De manera general, los mecanismos de EOR pueden clasificarse en cinco categorias que
incluyen quimica, miscible, microbiana, control de movilidad y procesos térmicos (tabla 4);
y se basan principalmente en el incremento del nimero de capilaridad y/o disminucién del
coeficiente de movilidad, comparados con los valores del agua de inyeccion. El
incremento del niumero de capilaridad significa, la disminuciéon de la tensién interfacial
entre el agua de desplazamiento y el hidrocarburo. El coeficiente de movilidad puede
alterarse por un incremento en la viscosidad del agua, reduccién de la viscosidad del
hidrocarburo, reduccion de la permeabilidad del agua o todos los mecanismos en conjunto
(Lake et al., 2008).

LAURA MONDRAGON MORA 23


file:///C:\Users\Laura\Desktop\Bibliograf�a%20tesis\Amarnath%201999.pdf
file:///C:\Users\Laura\Desktop\Bibliograf�a%20tesis\chinenye%202009.pdf
file:///C:\Users\Laura\Desktop\Bibliograf�a%20tesis\Lake%202008.pdf

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS AEROBIAS AUTOCTONAS DE YACIMIENTOS
PETROLEROS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES PARA SU APLICACION EN TECNICAS DE MEOR

Tabla 4. Clasificacion y efecto de los diferentes subprocesos, empleados en recuperacion
mejorada (Lake et al., 2008).

% de recuperacion
alcanzado

5-40 %

Efecto en
mecanismo
Reduce viscosidad
Vaporiza ligeros
Reduce viscosidad
Vaporiza ligeros
Reduce viscosidad
Desarrolla
miscibilidad
Desarrolla
miscibilidad
Hinchamiento de
aceite
Mejora movilidad,
disuelve gas
Mejora movilidad,

Tipo de fluido

Subproceso

Vapor
Térmico 10-15 %
5-10 %

5-10 %

Combustién

Agua caliente
Hidrocarburo
miscible

CO, miscible 5-10 %

Solvente CO, inmiscible 5-15 %

5-15%

N>
Aire

Gas de combustion

Polimero

Surfactante
Quimico

Alcalis

Biosurfactante

Microbioldgicos
Biopolimeros

disuelve gas
Mejora movilidad,
disuelve gas
Mejora movilidad,
disuelve gas
Mejora movilidad
Mejora movilidad,
Reduce tensiéon
interfacial
Mejora movilidad,
reduce tension
interfacial, altera
mojabilidad
Reduce tensién
interfacial
Obstruccion del
medio poroso,
produccion de CO2,
alcoholes y acidos

5-15%

5-15%
5%

15%

5%

7-30 %

7-30 %
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2.1.1. PROCESOS QUIMICOS

Los procesos quimicos de EOR se enfocan en la reduccion de la tension superficial entre
el liquido de desplazamiento y el hidrocarburo, incremento del nimero de capilaridad y
efecto sobre el coeficiente de movilidad de las fases (Lake et al., 2008). Este método se
basa en la inyeccién de un aditivo quimico (surfactantes o polimeros) que a través de sus
caracteristicas permite el desplazamiento del hidrocarburo dentro del yacimiento
(Emegwalu, 2009).

INYECCION DE POLIMEROS

Este método consiste en la inyeccion de una fase acuosa (agua o salmuera) en la cual se
encuentra disuelto una pequefia cantidad de algin agente polimérico o polisacarido, esté
incrementa la viscosidad del agua y en algunos casos disminuye la permeabilidad de la
fase por debajo del coeficiente de movilidad y de esta manera se ve incrementado el

numero de capilaridad (Farouq et al., 1994).

INYECCION DE POLIMERO MICELAR

El proceso de polimero micelar es similar al proceso de inyeccion de polimero, sélo que
en conjunto se agrega un surfactante. El surfactante reduce la tensién interfacial y
superficial entre la fase agua-hidrocarburo ocasionando una disminucion en el coeficiente
de movilidad y un incremento en el nimero de capilaridad. Mediante este proceso se
recobra alrededor del 15% del original hidrocarburo presente en el yacimiento (Lake et al.;
2008).

INYECCION DE SURFACTANTE

Este procedimiento consiste en la inyeccion de surfactantes dentro del yacimiento con el
fin de reducir la tensién interfacial entre el hidrocarburo y el fluido de desplazamiento.
Para designar y seleccionar una serie de surfactantes especificos, se requiere que
disminuyen la tensién interfacial por debajo de 10° dinas/cm para obtener una

recuperacion entre 10 al 20% del hidrocarburo original dentro del yacimiento.
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2.1.2. DESPLAZAMIENTO MISCIBLE

El objetivo principal de este proceso es el desplazamiento del hidrocarburo empleando un
fluido completamente miscible en el hidrocarburo. Como resultado, la tension interfacial
entre la fase acuosa y el hidrocarburo disminuye.

El fluido de desplazamiento puede ser un solvente organico volatii como el propano o
algun alcohol que sea miscible en la fase acuosa y en el hidrocarburo (Farouq et al.,
1994).

2.1.3 PROCESOS TERMICOS

Los procesos térmicos incluyen la reduccion en la viscosidad del hidrocarburo para
incrementar su flujo a través de pozo de produccién. El yacimiento es inyectado con vapor
de agua por un periodo corto de tiempo (aproximadamente 1 mes), seguido del cierre del
pozo por pocos dias para permitir la distribucion del vapor. Después de esto, el pozo es
reabierto para permitir el flujo del hidrocarburo. La recuperacion del hidrocarburo
incrementa rapidamente y permanece constante en niveles econémicamente rentables
por un largo periodo de tiempo. Cuando aumenta la viscosidad del hidrocarburo y la
velocidad de produccion disminuye, se repite el ciclo completo del proceso (Farouq et al.,
1994).

Otro proceso térmico es la combustién in situ, es un proceso donde alrededor del 10 %
del hidrocarburo es oxidado para generar calor, para esto, se inyecta aire u oxigeno

dentro del yacimiento.

El calor generado mediante este procedimiento se concentra en una estrecha zona de
combustién donde la temperatura asciende a alrededor de 600°C, cerca de esta region
comienza el rompimiento del hidrocarburo, permitiendo la depositacién de la fraccion

ligera que soporta la combustién (Farouq et al., 1994).

2.1.4. PROCESO DE MOBILIDAD CONTROLADA

En este proceso, se busca la obtencion de un coeficiente de movilidad favorable que

permita el mejoramiento del volumen de barrido. Esto se realiza mediante el incremento
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de la viscosidad del agua mediante la inyeccion de polimeros y reduccién de la movilidad
del gas con la adicion de espumantes.

2.2. MEOR

Existen diversos procedimientos para el uso de microorganismos dentro de los procesos
de recuperacioén mejorada de hidrocarburo, MEOR (Microbial Enhanced Oil Recovery). El
mas empleado consiste en la inoculacién de microorganismos mediante inyeccién directa
en dentro del yacimiento, a los que se agregan nutrientes inorganicos junto con sustratos
que actuan como fuentes de carbono. Este procedimiento se lleva a cabo con la finalidad
de promover el crecimiento microbiano y la produccion de metabolitos. El segundo
procedimiento consiste en el aislamiento de microorganismos productores de extracelular
productos, para posteriormente optimizar su produccion mediante condiciones controladas
dentro de un laboratorio y finalmente ser inyectados dentro de los yacimientos. Dentro de
los estudios de laboratorio empleados se incluyen curva de crecimiento microbiano,
cantidad de gas producido y composicidn, produccién de acidos organicos, producciéon de

biosurfactantes, cambios en la compaosicién del hidrocarburo, etc. (Dejun et al., 1999).

El concepto del uso de microorganismos para incrementar la recuperacién de
hidrocarburo, fue propuesto en 1926 por Beckman, pero fue hasta los afios 1950°s
cuando ZoBell y colaboradores comenzaron a realizar las primeras investigaciones sobre
este tema. Desde entonces, se han empleado una variedad de tecnologias

microbioldgicas en procesos de recuperacion mejorada de hidrocarburo.

Los procesos béasicos que envuelven los mecanismos de MEOR son:

a) Limpieza del yacimiento

b) Bioestimulacién del yacimiento

2.2.1. LIMPIEZA DEL YACIMIENTO

En este proceso, los microorganismos mejoran el flujo del hidrocarburo mediante la

remocion de depdsitos parafinicos e incrustaciones. Este mecanismo esté enfocado en la
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produccion de metabolitos microbianos que disuelven o eliminan este tipo de depdsitos
(Magsood et al., 2008):

Acidos: Los &cidos organicos reaccionan con las incrustaciones de varios minerales,

especialmente de carbonatos.

Solventes: Los solventes disuelven los precipitados de depdsitos organicos como son

parafinas y asfaltenos, incrementando de esta manera la movilidad del hidrocarburo.

Biogas: En este proceso se estimula la produccion de biogas bajo condiciones anaerobias
mediante el mantenimiento del yacimiento en inactividad por un periodo de entre 1 a 4

semanas, la presion en el nucleo del pozo se incrementa entre 200 a 300 psi.

2.2.2. BIOESTIMULACION DEL YACIMIENTO

La bioestimulacion a través de fermentacion microbiana in situ involucra la aplicacion de

uno o una combinacién de los siguientes mecanismos (Magsood et al., 2008):

a) Produccion in situ de biosurfactantes o biopolimeros promoviendo la movilidad del

hidrocarburo dentro del pozo.

b) Parcial represurizacion del pozo debido a la produccién de metano y CO, como

metabolitos microbianos.

c) Reducciéon de la viscosidad del hidrocarburo a través de la disolucién de

biosolventes organicos en la fase hidrocarburo.

d) Incremento de la permeabilidad de las rocas carbonatadas debido a la accién de

acidos orgéanicos producidos durante los procesos de fermentacion anaerébica.

e) Limpieza de la region del nacleo a través de la produccién de acidos y gas durante
las vias metabdlicas de fermentacion. El gas empuja al hidrocarburo y permite el desalojo

de debritos entrampados dentro de los poros de la roca almacén. Con esto, el tamafio del
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poro se incrementa y da como resultado que la presion de capilaridad cercana al nucleo
sea mas favorable para permitir el flujo del hidrocarburo.

f) Taponamiento selectivo de zonas con alta permeabilidad por medio de la adicion
de bacterias productoras de biofilm seguido de la inyeccion de una solucién conteniendo
alguna fuente de carbono que promueva la produccion de exopolisacaridos o

biopolimeros.

Para que un proceso de MEOR sea factible, es necesario que los microorganismos sean
extremdfilos, es decir, que sean capaces de crecer y producir tensoactivos bajo
condiciones ambientales severas, tales como baja tensibn de oxigeno, elevada

temperatura, presion y salinidad (Karanth et al., 1999).

2.2.3. ESTRATEGIAS Y FACTORES QUE AFECTAN LOS PROCESOS DE
MEOR

Antes de comenzar con la aplicacién de técnicas de MEOR en un nuevo yacimiento, es
necesario considerar ciertos factores técnicos que ayudaran a dilucidar si es
econdémicamente factible su desarrollo, estos parametros pueden variar de un yacimiento
a otro, por lo que son andlisis especificos y que en muchos casos no es igualmente
funcional la aplicacién del mismo proceso en diferentes campos petroleros.(Zahid et al.,

2007). Dentro de los paradmetros de importancia a evaluar se encuentran:

a) Andlisis estructural: Debe realizarse un analisis estructural de los yacimientos a
aplicacion de MEOR, con el fin de establecer un plan antes de la inyeccién de
microorganismos dentro de la formacién. Algunos parametros de interés para llevar a
cabo un analisis antes de la aplicacién de MEOR, involucra saturacion inicial de agua,

distribucién espacial del hidrocarburo, distribucién espacial de las facies y fallas.

b) Andlisis de permeabilidad: Este es un factor necesario para seleccionar el tipo de
consorcio bacteriano a utilizar, asi como para establecer la técnica de inyeccion y

composicion de nutrientes que seran adicionados al yacimiento.
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C) Andlisis geoldgico: es necesario conocer las caracteristicas geoldgicas del
yacimiento, ya que son de gran importancia durante la inyeccién de microorganismos.
Debido a cambios abruptos en la permeabilidad, porosidad, tipo de roca y mojabilidad,

impedirian que los microorganismos colonizaran las zonas de estudio.

d) Temperatura: La temperatura juega un papel muy importante y vital en los
procesos de MEOR ya que existe una influencia de esta sobre el crecimiento microbiano y
sus procesos metabdlicos. La temperatura del yacimiento debe permitir la supervivencia y
crecimiento de los consorcios microbianos inyectados como parte de los procesos de
MEOR, es por esto, que en la mayoria de los casos se pone atencion sobre el aislamiento

y seleccion de microorganismos termofilicos.

e) Seleccion adecuada del consorcio microbiano: Para MEOR, la seleccién del
consorcio microbiano es crucial para que puedan coexistir soportando las condiciones

extremas del yacimiento y producir ciertos metabolitos en las concentraciones adecuadas.

f) Eleccién de los nutrientes idoneos para el consorcio microbiano: La interpretacion
clasica de MEOR es la de introducir microorganismos productores de algin metabolito de
interés en conjunto con medios nutritivos constituidos de sales inorganicas y una fuente
de carbono. Es por esto que para mantener en un maximo nivel de crecimiento
microbiano y un maximo de produccion de metabolitos involucrados en MEOR, es
importante conocer al microorganismo de prueba para asi poder seleccionar

efectivamente una concentracién éptima y balanceada de nutrientes.

9) La seleccion de los nutrientes que se inyectardn al yacimiento debe de ser
estudiada con detenimiento bajo condiciones controladas de laboratorio y posteriormente
realizar una prueba piloto. El efecto del pH, balance entre elementos traza, calidad y costo
de los componentes nutricionales también son de prima importancia durante la seleccién
del medio de cultivo idéneo. Esto se hace con el fin de mantener bajo control la cantidad
de metabolito producido por los microorganismos y evitar desequilibrio en la

microecologia de yacimiento.

h) Composicion fisicoquimica del agua congénita: El analisis del agua de formacion

en cuanto a salinidad, minerales traza y todos los minerales disueltos revela si los
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microorganismos seran capaces de sobrevivir dentro de la formacion y podran producir
los diferentes metabolitos en las concentraciones adecuadas para obtener un proceso de
MEOR efectivo, ademas es necesario evaluar la compatibilidad del agua congénita con
las caracteristicas quimicas del agua inyectada con los nutrientes para evitar

precipitaciones de sales dentro del yacimiento.

2.2.4. REALIZACION DE PRUEBAS PILOTO COMO FACTOR DECISIVO EN
MEOR

Los analisis de MEOR se conducen generalmente en dos fases. La fase inicial involucra
una investigacion exhaustiva a nivel laboratorio con el fin de conocer los mecanismos,
bioquimica microbiana y optimizar las condiciones de crecimiento microbiano.
Generalmente, las tareas a realizar incluyen: a) Establecer una relacion Optima de
nutrientes que permita un mayor crecimiento microbiano y mayor produccion de
metabolitos, tomando en consideracidén el costo de cada uno de los requerimientos, asi
como determinar la compatibilidad, competitividad y habilidad para propagarse dentro del
medio poroso del yacimiento, b) Identificar el tipo de metabolito producido por el consorcio
microbiano (biopolimero, biosurfactante o biogas), evaluar su efectividad, su efecto sobre
la recuperaciéon de hidrocarburo, y ,c) evaluar los candidatos posibles para aplicacion de

MEOR de acuerdo a las caracteristicas del yacimiento.

2.2.5. TECNICAS DE MEOR EMPLEANDO BIOSURFACTANTES

Dentro de los procedimientos de recuperacion mejorada del petréleo via microbiana
(MEOR) se encuentra la aplicacién de biosurfactantes dentro del yacimiento, con el fin de
disminuir la tensién interfacial entre el agua congénita y el hidrocarburo y de esta manera
permitir la movilizacién del hidrocarburo residual (Youssef et al., 2007). Otra caracteristica
adicional de este tipo de moléculas es que ayudan a aumentar la biodisponibilidad de las

moléculas hidrofébicas, las cuales pueden ser biodegradadas por bacterias autdctonas.

En algunos casos se ha empleado la produccion de biosurfactantes in situ, en donde se
inyecta nutrientes que promueven el crecimiento de bacterias autdctonas y la produccion
del agente biosurfactante o bien realizar la inoculacion de bacterias productoras de

tensoactivos que sean capaces de crecer a temperaturas, presiones, salinidades y
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tensiones de oxigeno extremas que se presentan dentro del yacimiento (Lazar et al.,
1992).

Aunque los procesos biol6gicos en los yacimientos son todavia poco entendidos,
especificamente en cuanto a la velocidad de produccion y cantidad necesaria de los
metabolitos para tener un efecto en la recuperacién de aceite en los mismos (Lidsey, 1997
y Hitzman et al., 2004), desde la década de los 80’s se han aplicado de manera exitosa en
varios yacimientos y tipos de aceite en diversos paises. Donde se ha mostrado que la
inyeccion de microorganismos o sus metabolitos facilitan la extraccion del crudo, ademas
de no interferir con el proceso de refinacion, reducir el agua residual en el aceite, eliminar
el sulfuro de hidrégeno y los procesos de corrosion; esto sin incrementar excesivamente
los costos, pues los metabolitos microbianos se generan a partir de recursos renovables y

su aplicacién incrementa el volumen del crudo recuperado.

Han sido realizados con éxito diversos proyectos de recuperacién via microbiana, por
diferentes grupos en el mundo tanto a nivel laboratorio (eficiencias de recuperacion de
aceite en distintos porcentajes, produccion de polimeros extracelulares, disminucion de la
tension superficial, entre otros); como en campo, donde se han realizado pruebas piloto
en pozos (adicion de microorganismos indigenas y sus metabolitos, inyeccion de
microorganismos exodgenos y medio de cultivo para fermentadores, adicién de nutrientes
como sacarosa, melaza y glucosa entre otras estrategias), con las cuales se han obtenido

porcentajes importantes de recuperacion .

2.2.6. CASOS DE APLICACION DE MEOR A NIVEL MUNDIAL

Uno de los primeros estudios de MEOR involucré un yacimiento no consolidado de
areniscas en Arkansas, USA (Hitzman et al., 2004), en el cual se inyecté una mezcla de
melazas con un inoculo de Clostridium acetobutylicum. Después del tratamiento, la

produccion de diéxido de carbono increment6 la produccién de hidrocarburo en un 250 %.

Tres pozos en Burnett J ubicados en USA fueron empleados como pruebas piloto para
investigar MEOR, este trabajo envolvio la inyeccion de 80 L de keroseno, seguido por la
adicion de 15 L de un biosurfactante comercial (RAM Biochemicals WelPrep 5). La

produccion de hidrocarburo incrementé de 0.3 barriles por dia antes del tratamiento a 1.6
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barriles/dia después del tratamiento (Nelson et al., 1991). En otro set de experimentos
envolviendo la inyeccion de microorganismos y nutrientes dentro de los pozos, seguido
por un periodo de inactividad de 3 dias, se detect6 un incremento en la produccion de
hidrocarburo entre un 11 a 25% (Briant et al., 1993).

De manera similar, la inyeccion de Pseudomonas aeruginosa, Xanthomonas campestris y
Bacillus licheniformis en seis pozos ubicados en campos petroleros en China, resulté en
un incremento en los conteos microbianos, concentracion de acidos organicos de un 13 a
169 % y diéxido de carbono y una ligera disminucién de la tensiéon superficial de 52.9
mN/m a 42.5 mN/m debido a la produccién de biosurfactantes en la mezcla agua-
hidrocarburo. Los dos pozos estudiados mostraron un incremento de 3.5 a 11.0 barriles

por dia después del tratamiento (Dejun et al., 1999).

En el periodo de 2002 a 2003, se realizaron pruebas de MEOR en 60 pozos del campo
Dagqing ubicado en China utilizando mezclas bacterianas de Brevibacillus brevis y Bacillus
cerius. De todos los pozos tratados, en 44 de ellos se obtuvo un incremento de alrededor
del 72.7 % en su produccion, y en 5 de los pozos tratados se consiguié un aumento en la
produccion del 170 % de 20.8 a 36.9 ton/dia (Hou et al., 2005).

En la provincia de Saskatchewan, Canada se obtuvieron excelentes resultados al aplicar
los procesos de MEOR en yacimientos maduros, mediante la inyeccion de nutrientes al
pozo 10-17 capaces de estimular el crecimiento de bacterias autoctonas. La produccion
de hidrocarburo incrementé con un considerable decremento del contenido de agua,
anterior al tratamiento la produccién promedio del pozo era de 1.2 m® de hidrocarburo y
20.8 m® de agua y posterior al tratamiento la produccién se incrementé a 4.1 m® de
hidrocarburo y 19.0 m*de agua (Town et al. 2009).

Algunas aplicaciones de MEOR en campo se han realizado en paises como: Estados
Unidos (Vadie et al.,, 1996 y Hitzman et al.,, 1997), Argentina (Maure et al., 2005)
Venezuela (Lidsey et al.,, 1997), China (Nagase et al., 2001), Emitaros Arabes Unidos
(Zekri et al., 1999) Rumania (Lazar et al., 1997), Pert (Maure et al., 2005). En la mayoria
de los casos reportados, el porcentaje de recuperacion fue alentador, logrando un
aumento del 13% al 65%. Ademas de mejorar la produccion de petroleo, algunos

proyectos permitieron disminuir la produccion de agua en el pozo (Brown et al., 2001). No

LAURA MONDRAGON MORA 33



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS AEROBIAS AUTOCTONAS DE YACIMIENTOS
PETROLEROS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES PARA SU APLICACION EN TECNICAS DE MEOR

obstante el nimero de pruebas de MEOR que se han realizado, muchas de ellas de forma
empirica, y a los éxitos relativos que se han obtenido, esta tecnologia no habia sido
utilizada ampliamente por los bajos costos del petréleo, por la existencia de yacimientos
con buena produccion y por el poco rigor con que se habia desarrollado la investigacién
en esta area. Sin embargo, cada vez es necesario e indispensable, contar con técnicas
econOmicas para aumentar la recuperacion del aceite y en algunos casos la reactivacion
de pozos cerrados que ya fueron sometidos a un proceso de recuperacion secundaria. Un
vacio en esta area son los escasos estudios de los procesos bacterianos y su efecto real

en la estimulacién de yacimientos, su modelacion y simulacion.

En México existen yacimientos agotados, donde la recuperacién de crudo residual por
métodos convencionales es incosteable. El declive de nuestras reservas, condiciones
climatolégicas adversas y la baja probabilidad de encontrar nuevos campos, son
circunstancias oportunas para implementar nuevas tecnologias en la industria del petréleo
y de alta especializacion de recursos humanos, por lo que para desarrollar estos métodos
es necesario establecer areas especializadas dentro de las dependencias y entidades que
puedan identificar los mejores candidatos (campos) para estos métodos, su disefio,
evaluacion, validacion en pruebas piloto y su masificacion (Rangel, 2011). Dado que en
México aln no se cuenta con proyectos de MEOR en el portafolio de hidrocarburos, se
propone comenzar a conocer y utilizar selectivamente a diversos microorganismos
autdctonos que produzcan metabolismos de interés que favorezcan las condiciones del
crudo o bien de la roca permitiendo llevar a cabo una extraccién economica y eficiente
(Mufioz-Colunga et al., 2005).

2.2.7. APLICACION DE TECNICAS DE MEOR EN CHICONTEPEC

Este conjunto de 29 campos petroleros se encuentra localizado en la plataforma costera
del Golfo de México, en la provincia geolégica denominada Tampico-Misantla al poniente
de la plataforma de Tuxpan (Faja de Oro), entre la Sierra Madre Oriental y la plataforma
de Tuxpan, porcién norte del estado de Veracruz, y abarca una superficie de 3 815
kilbmetros cuadrados. Al norte colinda con la ciudad de Cerro Azul, Veracruz, al sur con el
estado de Puebla, al este con Tuxpan y Poza Rica y al oeste con Hidalgo (Figura 1). El
paleocanal esta constituido por sedimentos siliciclasticos del Paleoceno y Eoceno,

principalmente (Informe de reservas de hidrocarburo PEMEX enero 2009).
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El Proyecto Activo Aceite Terceario del Golfo (ATG) es de gran relevancia para el pais, ya
gue representa el 39% de la reserva total de hidrocarburos del pais, es decir, cerca de
17.7 miles de millones de barriles de petréleo crudo equivalente. La produccion total de
petréleo crudo de Pemex alcanzo los 2.6 millones de barriles diarios en el primer trimestre

de 2010, un incremento del 2.2 % en comparacién con el mismo periodo de 2009.
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Figura 1. Mapa de la ubicacion de los 29 campos petroleros correspondientes al Activo
Aceite Terceario del Golfo (CNH-SENER 2010).

El objetivo de PEMEX es convertir al Proyecto Chicontepec en una cuenca que pueda
producir entre 550 mil a 700 mil barriles diarios hacia el 2017, sin embargo, los

yacimientos de Chicontepec se caracterizan por su bajo contenido de hidrocarburos, baja
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permeabilidad y baja presion, por lo que la productividad y factor de recuperacion de los

pozos es reducida (tabla 5) y su explotacion compleja, lo que requerird del desarrollo y

administracién de tecnologias especializadas que incrementen significativamente la

productividad por pozo y permitan reducir los costos al minimo.

Debe darse una alta prioridad al desarrollo de los recursos y reservas que se encuentran

en el ATG. La revision del proyecto de explotacion y el empleo de las mejores técnicas

disponibles asi como la adopcién de las mejores practicas operativas de la industria

petrolera internacional aumentan significativamente las probabilidades de que el proyecto

ATG tenga rentabilidad competitiva de mediano y largo plazo, y que se convierta en uno

de los principales campos productores de hidrocarburos en el pais.

Tabla 5. Principales campos de la regién norte Activo Aceite Terciario del Golfo de
acuerdo al volumen de reservas probadas y factores de recuperacion de hidrocarburo

Campo

Coapechaca
Tajin

Agua Fria

Presidente
Aleman

Coyotes

Corralillo

Soledad
Miquetla

Aragon

Coyol

Tipo

Gas/aceite

Crudo
Crudo

Crudo
Crudo
Crudo
Crudo
Crudo
Crudo
Crudo
Crudo

(CNH-SENER 2010)

Probadas
mmbpce

92.0
88.6

87.3
53.6
43.3
37.2
27.0
25.9
24.1
22.4

Reservas

Probables

mmbpce

208.7
362.1

284.5
398.11
160.8
438.1
241.3
303.6
225.3
673.9

Factor de
recuperacién

Posibles All
mmbpce enero
2009
103.9 0.4
111.0 0.4
31.8 0.6
390.8 0.3
52.6 0.3
236.6 0.1
87.8 0.4
1136.4 0.1
100.8 0.0
465.0 0.0

Ultimo

6.4
4.8

5.5
5.0
7.4
6.7
5.8
3.3
5.2
7.8

Nota: Se presentan los principales 10 campos de un total de 29.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS
3.1 RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Se recolectaron un total de tres muestras de hidrocarburo de tres diferentes pozos
pertenecientes al campo Chicontepec en recipientes de polipropileno estériles. Las
muestras fueron identificadas como LCH1, LCH2 y LCH3.

3.2 OBTENCION DE CONSORCIOS MICROBIANOS PRODUCTORES DE
BIOSURFACTANTE

Se realiz6 la inoculacion de 1 mL de muestra de hidrocarburo LCH1, LCH2 y LCH3 dentro
de matraces erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de los medios de cultivo A, By
C los cuales se referencian en las tablas 6 a la 8 respectivamente, estos matraces fueron
incubados en un bafio de agitacién a 115 rpm a las temperaturas de 30, 40 y 60 °C

durante 7 dias.

Tabla 6. Medio de cultivo A empleado para la seleccidn de consorcios bacterianos
productores de biosurfactante a partir de muestras obtenidas del campo Chicontepec.

Compuesto Concentracién (g/L)
KH,PO, 0.4
K;HPO, 1.6
NH,CL 1.5

MgCl, 6H,0 0.17

NaSO, 7 H,O 0.79
CaCl, 0.045
Glicerol 1mL
Glucosa 20
Sol elem traza 1mL

Solucién de elementos traza 0.29 gL™* ZnSO, 7H,0, 0.24 gL™ CaCl, 4H,0, 0.25 gL™*
CuS0,5H,0
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Tabla 7 . Medio de cultivo B empleado para la seleccién de consorcios bacterianos
productores de biosurfactante a partir de muestras obtenidas del campo Chicontepec

Compuesto Concentracion (g/L)

NaHPO, 2.2
KH,PO, 1.4
MgSO, 7H,O 0.6
(NH4),SO, 0.3
Extracto de
levadura 1.0
CaCl,.7H,0 0.02
FeS0O,.7H,0 0.01
Sol elem traza 1mL
Keroseno 2,0%

Solucién de elementos traza 0.29 gL™ ZnSO, 7H,0, 0.24 gL™ CaCl, 4H,0, 0.25 gL™
CUSO45H20

Tabla 8. Medio de cultivo C empleado para la seleccidn de consorcios productores de
biosurfactante a partir de muestras obtenidas del campo Chicontepec

Compuesto Concentracién (g/L)

KH,PO, 0.4

K;,HPO, 1.6

NH,CL 15
MgCl, 6H,0 0.17
NaSO, 7 H,0O 0.79
CaCl, 0.045
Sol elem traza 1mL
Glicerol 1mL
Melaza 20.0

Solucién de elementos traza 0.29 gL™* ZnSO, 7H,0, 0.24 gL™ CaCl, 4H,0, 0.25 gL™*
CuS0,5H,0
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Transcurrido el tiempo de incubacién se tom6 1.5 mL de cada uno de los matraces
problema y se colocaron en un tubo eppendorf de 1.5 mL y se centrifugaron a 14 000 rpm
durante 15 min, posteriormente se recupero el sobrenadante libre de bacterias con una
micropipeta de 100 a 1000 uL, a partir de este sobrenadante se efectud la prueba de

dispersion de gota.

3.3 ENSAYO PRELIMINAR DE LA CINETICA MICROBIANA DE PRODUCCION DE
BIOSURFACTANTE

A partir de los medios de cultivo inoculados con las muestras de hidrocarburo LCH1,
LCH2 y LCH3 que resultaron positivos en la prueba de dispersién de gota con halos de
emulsion de entre 7 y 12 mm de diametro (muestras LCH3A, LCH3B, LCH1A, LCH1B y
LCH1C) se inoculo 1 mL estos en matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL
de caldo soya vy tripticaseina y se incubaron en un bafio de agitacién a 115 rpm a la

temperatura correspondiente para cada cepa durante 24 h.

Para la obtencion del inoculo bacteriano se tomaron 15 mL del crecimiento microbiano
derivado del matraz con caldo soya y tripticaseina y se colocaron en un tubo Falcon
cbnico de 15 mL, el cudl fue centrifugado a 5 000 rpm durante 10 min, posteriormente se
decanto el sobrenadante y se realiz6 un lavado del paquete celular con 15 mL PBS al
0.85 %. El paquete celular recuperado a partir del Gltimo lavado, se resuspendié en 5 mL
de PBS al 0.85 %, se realizé una dilucién 1:4 del mismo y se leyd su absorbancia a 625
nm empleando un espectrofotometro HACH DR 2800. De acuerdo a la lectura de
absorbancia del inoculo y a la curva de calibracidon de absorbancia vs bacterias/mL se
realizé6 una dilucion del inoculo para obtener 1X10’ bacterias/mL dentro de matraces
Erlenmeyer conteniendo 150 mL de los medios de cultivo A, B y C, todos los matraces de
prueba fueron incubados en un bafio de agitacion a 115 rpm a 40°C. Para determinar la
cinética de crecimiento microbiano y produccién de biosurfactante, se tomaron alicuotas
de 4.5 ml cada 8 h durante 60 h para efectuar el monitoreo de la absorbancia a 625 nmy

la prueba de dispersion de gota.
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3.4 AISLAMIENTO DE BACTERIAS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTE

De acuerdo con los resultados obtenidos en la cinética preliminar de produccién de
biosurfactante, se seleccionaron dos consorcios que presentaron la méaxima produccion
de biosurfactante (LCH3A y LCH1C). Para realizar el aislamiento de los diferentes tipos
bacterianos se realizaron diluciones seriadas hasta la dilucion 10° de los cultivos
microbianos obtenidos a partir caldo soya Y tripticaseina y de los medios de cultivo Ay Cy
fueron sembradas en agar soya y tripticaseina por la técnica de vaciado en placa.

Las placas petri fueron incubadas a 40°C durante 48 h, pasado este tiempo, se
seleccionaron las placas petri donde se tenia colonias bacterianas perfectamente
separadas y se resembraron las diferentes morfologias coloniales en agar soya y

tripticaseina por el método de estria cruzada.

3.5 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE  AISLADOS BACTERIANOS
PRODUCTORES DE BIOSURFACTANTE.

Los diferentes aislados bacterianos fueron resembrados en agar soya y tripticaseina e
incubados a 40°C durante 24 h, a continuacion se determiné la morfologia colonial, tincién
de Gram, prueba de oxidasa y catalasa, siembra en agar TSI, LIA, MIO, Citrato de
Simmons, caldo RM-VP, agar Pseudomonas, agar MacConkey, prueba de hemolisis en
agar sangre y se realizaron la serie de pruebas correspondientes a los kits de galeras API

20NE Biomeriéux de acuerdo con especificaciones del proveedor.

3.6 PREPARACION Y OBSERVACION DE AISLADOS MICROBIANOS MEDIANTE
MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

3.6.1 PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para obtener informacion morfoldgica de las bacterias presentes en los consorcios LCH1
y LCH3 a través la caracterizacion superficial a nivel micrométrico, se realizaron
observaciones por Microscopia Electronica de Barrido (SEM) utilizando el microscopio
JEOL JSM5310-LV de la Facultad de Ciencias UNAM.
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A partir del boton celular se realiz6 la fijacion celular mediante la adicién de una solucion
de glutaraldehido al 2.5 % en solucion de PBS pH 7.2 durante 2 h a 4°C, seguido por el
posfijamiento con una solucion de tetradxido de osmio al 1% durante 1 h a 4°C y su
posterior lavado con buffer de fosfatos.

Consecutivamente se realizé la Deshidratacion con etanol de manera gradual, 10 minutos
por paso, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, etc. hasta el etanol absoluto (2 cambios en el
etanol absoluto) y se desecé a punto critico en un equipo Bal-tec CPD 030.

Por ultimo, se montaron las muestras en una superficie de acero inoxidable, se cubrieron
con oro durante 90 segundos utilizando una ionizadora Denton Vacuum Desk Il y fueron

observadas al Microscopio Jeol JSM5310-LV, en el modo de alto vacio.

3.6.2 CONDICIONES DE TRABAJO

Para efectuar las observaciones de las preparaciones se tomaron en consideracion los

siguientes parametros de trabajo:

v Voltaje de aceleracién de 20 0 25 KV.
v Spot de 5.
v Velocidad de barrido lento (slow scan 1).

3.6.3 OBSERVACION

Para obtener una buena imagen fue necesario primero ajustar el brillo y contraste a la
amplificacién minima, después se enfoco la muestra a la mayor amplificacion posible. El
nivel de amplificaciébn depende de las caracteristicas a observar en la muestra, se
utilizaron amplificaciones de 5 000, 7 500, 10 000 y 15 000X.

Conforme se aument6 la amplificacion y consecuentemente se seleccionaron elementos
particulares de la muestra se debe ajustar la relacion brillo - contraste.

En algunos casos conforme se incrementé la amplificacion se requirié mayor definicion de
algunas caracteristicas por lo que es necesario bajar el tamafio del spot. Para obtener la

imagen final se selecciona en la ventana Scan la velocidad de barrido lento (Slow Scan 3),
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una vez que termina el barrido de la imagen en la pantalla se congela la imagen (dar click

en el icono Freeze Image) y se guarda.

3.7 IDENTIFICACION MOLECULAR

La identificacion de los aislados bacterianos procedentes de los consorcios LCHL1C y
LCHS3A se realiz6 por medio de la comparacion de las secuencias de nucledtidos del gen
gue codifican para el RNAr 16S.

3.7.1 EXTRACCION DEL DNA

De cada una de las cepas aisladas se verific6 su pureza mediante tincion de Gram y
observacién en el microscopio Optico, posteriormente se realiz6 la extraccion del DNA
utilizando el sistema Wizard Genomic DNA Purification System (Promega) y para
comprobar la calidad del DNA extraido, se realizd una electroforesis en gel de agarosa al
0.7% (p/v) con amortiguador TAE 1x. La muestra cargada en el gel contuvo 2 uL de DNA,
2 UL de colorante y 16 mL de H,Od. Las condiciones de electroforesis fueron 40 min a 90
volts. Después de este tiempo, se rebeld el gel con una solucién de bromuro de etidio y se

fotografié con un equipo de foto documentacion GelDoc (Bio-Rad).

3.7.2 AMPLIFICACION POR PCR

Se utilizaron los cebadores E9F (5"-3") especificos para eubacterias (Forney et al., 2004),
obteniéndose un fragmento amplificado del gen RNAr 16S de 930 pb. Se realizaron
reacciones de 50 pL de volumen final, los reactivos y concentraciones utilizadas se
muestran en la tabla 9. Las condiciones para el PCR se muestran en la tabla 10. Para
comprobar la obtenciéon del tamafio del producto de PCR, se realiz6 una nueva
electroforesis.

Para la purificacion del producto de PCR se utilizé el sistema Wizard® SV Gel and PCR

clean (Promega).
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Tabla 9. Serie de reacciones realizadas durante el proceso de amplificacién por PCR

Reactivo Stock Concentracion Volumen
final (uL)
ADN molde - 100 ng 2.5
Cebador E9F 20 uM 1uM 2.5
Cebador E939R 20 uM 1uM 2.5
dNTP 10 uM 200 pM 1
Amortiguador 10X 1X 5
MgCl, 50 uM 2.5uM 2.5
Enzima 5U/uL 2.5 uM 2.5
H,Od - - 0.5

Tabla 10. Condiciones y numero de ciclos de ciclos a los que llevo a cabo la
amplificaciéon por PCR

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo (min)

3.7.3 SECUENCIACION

El andlisis de las secuencias de nucleétidos de los fragmentos amplificados, se realiz6 en
el laboratorio Divisional de Biologia molecular de la Division de Ciencias Bioldgicas de la
UAM unidad Iztapalapa. Se utilizd la técnica de Dye-Terminator y un equipo ABI PRISM
3100 Avant (Applied Biosystems). Una vez obtenidas las secuencias, se sometieron a una
comparacion en la base de datos mediante el programa BLAST

(http:///blast.ncbi.nih.gov/Blast.cqgi), con el objeto de poder realizar la identificacién.

3.8 PRODUCCION DE BIOSURFACTANTE EN MEDIO DE CULTIVO PPGAS
MODIFICADO

A partir de los aislados bacterianos en agar soya y tripticaseina (1A, 1B, 1C, 1D, 3A, 3By
3C) (punto 3.4) obtenidos de los consorcios productores de biosurfactante seleccionados
(LCH1C y LCH3A), se tom0 una colonia aislada y se sembr6é en un matraz de 150 mL

conteniendo 25 mL de medio de cultivo PPGAS (tabla 11), posteriormente se incubd en
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un bafio de agitacion a 115 rpm a 40°C. Por ultimo se realiz6 la prueba de gota dispersa a
las 24 y 48 h de incubacion.

Tabla 11. Medio de cultivo PPGAS modificado empleado para efectuar la cinética de
produccion de biosurfactante a partir de muestras obtenidas del campo Chicontepec

Compuesto Concentracion (g/L)
NH,CI 1.07
KCI 1.49
Tris-HCI 18.0
MgSO4 0.34
Peptoqa de 10.0

caseina

Melaza 20.0

3.9 CINETICA DE PRODUCCION DE BIOSURFACTANTE EN MEDIO DE CULTIVO
PPGAS

Para la realizacion de la cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante, se
selecciono el aislado microbiano que tuviera mayor produccién de biosurfactante de

acuerdo con los resultados de la prueba de dispersion de gota.

Para la obtencioén del inoculo bacteriano se utilizaron aislados en agar soya y tripticaseina
de 48 h de incubacion, se realiz6 una suspension bacteriana en solucién buffer PBS a
partir de estos y se midi6é su absorbancia a 625 nm empleado un espectrofotometro HACH
DR 2800. De acuerdo con la lectura de absorbancia del inoculo y a la curva de calibracién
de absorbancia vs bacterias/mL se realiz6 una dilucién del inoculo para obtener 1X10’
bacterias/mL dentro de matraces erlenmeyer de 500 mL conteniendo 100 mL de los
medios de cultivo PPGAS, los matraces de prueba fueron incubados en un bafio de
agitacién a 115 rpm a 40°C. Para determinar la cinética de crecimiento microbiano y
produccion de biosurfactante, se tomaron alicuotas de 4.5 mL cada 2 h durante 40 h para
efectuar el monitoreo de la absorbancia a 625 nm y la prueba de dispersion de gota y

evaluacion de la tension superficial a los tiempos 24, 40 y 48 h.
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3.10 PRUEBA DE DISPERSION DE GOTA

Esta prueba nos permite detectar la produccion semicuantitativa de biosurfactante debido
a la formacion de un halo de emulsiéon sobre una capa de hidrocarburo ligero, la cantidad
de biosurfactante producido es directamente proporcional al didmetro del halo de
emulsion formado. Para la realizacién de esta prueba se utilizaron placas petri de plastico
de 90 mm de diametro a las cuales se les agregé 30 mL de agua destilada y 1 gota de
hidrocarburo ligero, formando una capa homogénea. Posteriormente se depositaron 20 uL
del sobrenadante del cultivo microbiano a probar y se midioé con una regla el diametro del

halo de emulsion formado sobre la superficie homogénea de hidrocarburo.
3.11 MEDICION DE TENSION SUPERFICIAL

Para efectuar esta medicion se utiliz6 un tensiémetro marca Dataphysics modelo
DCAT11EC que utiliza el método de DuNouy para medir la tensién superficial. Este
método se basa en medir la fuerza necesaria para separar un anillo de platino de la
superficie de la muestra a evaluar, la fuerza para despegarlo esta relacionada con la

tension superficial e interfacial por la expresion:

__Bxf
V= 4xmxr
Donde f es el empuje aplicado al anillo en dinas, r es el radio medio del anillo,  es un

factor de correccién y y es la tensién superficial.
3.12 PRUEBAS DE ESTABILIDAD TERMICA DEL BIOSURFACTANTE

Para determinar la estabilidad térmica del biosurfactante se prepararon matraces
Erlenmeyer de 1 L conteniendo 150 mL de medio de cultivo PPGAS madificado (tabla 11),
posteriormente cada matraz fue inoculado con la cepa 1B resembrada en agar soya y
tripticaseina de 24 h de incubacion para obtener una concentracion de 1X10’
bacterias/mL. Cada matraz fue incubado durante 48 h a 115 rpm y a la par fueron
incubados bajo las mismas condiciones matraces testigo negativo sin inocular.
Transcurrido el tiempo de incubacion se recolecto la suspension celular en tubos falcon de

50 mL y centrifugados a 10 000 rpm durante 20 min, a continuacion se recupero el
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sobrenadante y se dosifico en 6 tubos falcon de 14 mL. Cada muestra de sobrenadante
fue calentado en un bafio de agua a 50, 60, 70, 80 y 100°C durante 1 h y una muestra fue
sometida a dos ciclos de autoclaveado a 121°C/15 Ib. Para comprobar la estabilidad del
biosurfactante se realizé la prueba de gota dispersa y medicién de la tension superficial de
cada una de las muestras y los datos fueron confrontados con los obtenidos en los

testigos negativos que fueron sometidos al mismo proceso.

3.13 OBTENCION DEL EXTRACTO CRUDO DE BIOSURFACTANTE

3.13.1 EXTRACCION DE LOS BIOSURFACTANTES

Los biosurfactantes fueron extraidos mediante la técnica de liofilizacion.

3.13.2 LIOFILIZACION

El proceso de liofilizacién consta de tres etapas (Sistemas de Liofilizacién, 2006):

v Pre-congelamiento la cual prepara el producto para el proceso de sublimacion.
v Secado primario, en el cual el hielo sublima sin derretirse
v Secado secundario, en el cual la humedad residual ligada al material sélido es

extraida dejando un producto seco.

Figura 2. Frascos para la liofilizacion de las muestras.

Para la liofilizacion de las muestras, se utilizaron frascos para liofilizadora (Figura 2) para
precongelar el sobrenadante, estos matraces se deben colocar inclinados en el
congelador para lograr una pelicula delgada y aumentar el area superficial, de modo que

las moléculas de agua atraviesen con mayor facilidad la muestra.

Una vez que la muestra se congela, esta lista para conectarse al sistema de liofilizacion,

gue consta de:
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1. Céamara de secado multiple en la que se conectan los frascos con muestras

precongeladas.

2. Sistema de vacio para superar los factores de resistencia y facilitar el flujo de
vapor.

3. Fuente de calor externa para suministrar energia.

4. Colector de baja temperatura para maximizar la diferencia de presion de vapor y

para retener la humedad antes de que se contamine con el aceite de la bomba de vacio.

Cimwira seca
Muestra

COFPELT ok
Inierifaz

Figura 3. Sistema de liofilizacion, matraz con muestra congelada acoplado al sistema de
secado.
El secado primario y secundario se realiza cuando el matraz es conectado al sistema de
liofilizacion (Figura 3). La muestra es expuesta inmediatamente a un vacio para superar la
resistencia al flujo de vapor, al mismo tiempo se aplica calor para suministrar energia. El
vacio y el calor ayudan a que el vapor de agua sublime del hielo y fluya facilmente de la

muestra y lejos del material desecado restante.

La velocidad de sublimacién de un producto congelado depende de varios factores,
siendo el mas importante la diferencia de presiones de vapor entre el producto congelado
y el colector. Generalmente la liofilizacibn mas efectiva ocurre cuando la muestra est4 a la
mayor temperatura posible que pueda tolerar sin que se derrita y las temperaturas del
colector y del vacié del sistema sean los mas bajas posibles. Los tiempos de desecacion
dependen de la temperatura eutéctica (temperatura a la cual la fase liquida esta en
equilibrio con los solidos) del material a ser liofilizado, para la mayoria de los materiales

bioldgicos, esta temperatura es bastante inferior a 0°C.
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3.13.3 OBTENCION DEL BIOSURFACTANTE

Para la obtencién del inoculo bacteriano se utilizaron aislados en agar soya y tripticaseina
de 48 h de incubacion, se realiz6 una suspension bacteriana en solucion buffer PBS y se
midié su absorbancia a 625 nm empleado un espectrofotometro HACH DR 2800. De
acuerdo con la lectura de absorbancia del inoculo y a la curva de calibracion de
absorbancia vs bacterias/mL, se realiz6 una dilucién del inoculo para obtener 1X10’
bacterias/mL dentro de matraces Erlenmeyer de 3 L conteniendo 600 mL de los medios
de cultivo PPGAS, los matraces de prueba fueron incubados en un bafio de agitacion a
115 rpm a 40°C durante 48 h, al igual, se corrieron a la par matraces con medio PPGAS
sin inoculo como testigos negativos. Después del periodo de incubacién, el medio de
cultivo se dispuso en tubos cénicos de polipropileno tipo Falcon estériles de 50 mL y

centrifugados a 14 000 rpm durante 30 min.

3.13.4 PREPARACION DE LAS MUESTRAS PARA LIOFILIZAR

El sobrenadante obtenido en el anterior punto, fue vaciado en los matraces de 250 y 75
mL hasta un tercio del volumen y se colocaron inclinados en el congelador marca Revco
modelo VI+1386-AVA a -80°C (figura 1). Después de 6 h se revisaron si las muestras

estan solidas, si es el caso se sacaron del congelador.

3.13.5 PROCEDIMIENTO DE LIOFILIZACION DE LAS MUESTRAS.

Para comenzar el proceso, se encendié el sistema de enfriamiento de la liofilizadora
marca Labconco modelo Freezedryer 45 hasta que alcanz6 la temperatura de -50°C,
posteriormente, se encendié la bomba de vacio marca Welch modelo 8920 adaptada a la
liofilizadora y cuando alcanzé el valor sefalado en la region verde del display, se
conectaron los frascos en los ductos adecuados y se abrieron sus respectivas llaves para
efectuar la accién del vacio. Todo el proceso se repiti6 tantas veces como fue necesario
hasta que se obtuvo la eliminacién completa de la fase acuosa y que solamente tenga el

extracto crudo del biosurfactante.
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3.14 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MICELAR CRITICA (CMC)

La determinacion de este parametro es una medicion indirecta de la concentracion y
efectividad del biosurfactante (Thaniyavarn 2006). Para efectuar esta determinacion se
realiz6 una solucién patrén de 10 000 mg/L del extracto crudo del biosurfactante obtenido
mediante liofilizacion, de la cual se realizaron diluciones en agua destilada en un intervalo
de 50 a 10 000 mg/L y se determind la tension superficial utilizando el método de DuNouy.
A partir de los datos recabados se realizo la grafica de concentracion de extracto crudo de
biosurfactante Vs el logaritmo de la tensién superficial de la tension superficial en mN/m.
El valor de la CMC se considera cuando existe un cambio abrupto en el valor de la tension
superficial observado en la grafica anteriormente descrita. Sin embargo, para obtener un
valor méas especifico de la CMC se realiza la gréfica de la concentracion de biosurfactante

Vs la segunda derivada de la tension superficial (Muhammad A, et al. 2007).

3.15 PURIFICACION PARCIAL DEL BIOSURFACTANTE

Para la parcial purificacién del biosurfactante se tomé en consideracién el método descrito
por Bagheri (Bagheri Lotfabad T, et al. 2009), se tomd 1 g del extracto crudo liofilizado de
biosurfactante y se solubilizo en 20 mL de agua destilada, posteriormente se acidifico
hasta un pH de 2 con una solucién de HCI 6N y se coloc6 en refrigeracion a 4°C durante
toda la noche. EI precipitado resultante fue centrifugado a 14 000 rpm durante 20 min,
seguido de la disolucién con una solucién de bicarbonato de sodio 0.05 M, reacidificacién
a pH 2 y recentrifugacién a 14 000 rpm/20 min a 4 °C. El precipitado resultante fue
resuspendido en una mezcla de cloroformo metanol (2:1) y posteriormente centrifugado a
14 000 rpm durante 10 min para acelerar la separacion de fases. La dos fases superiores
fueron separadas y transferidas a un tubo tipo Falcon de 50 mL para volver a realizar la
extraccién con cloroformo-metanol por tres veces. La fase inferior conteniendo el
biosurfactante fue recolectada en un matraz tipo pera y el solvente fue removido usando
un rotoevaporador. El producto seco fue disuelto en 5 mL de agua destilada y
resguardado en refrigeracion a 4 °C para su posterior analisis. De la misma manera se
tratd al extracto obtenido a partir de la liofilizacion del medio de cultivo PPGAS modificado

sin inocular.
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3.16 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE UNIDADES DE RAMNOSA

La determinacion de subunidades de ramnosa fue determinada de acuerdo con el
método descrito por Dische y Shettles (1948). Como primer paso se realizoé una curva de
calibracion de ramnosa de una concentracion desde 0.05 a 0.45 mg/L, a la par se
evaluaron el biosurfactante parcialmente purificado y el testigo negativo (3.13). 1 mL de
cada una de las muestras fue colocado en tubos de ensayo de vidrio y sumergidos en un
bafio de hielo, posteriormente se agregd a cada tubo 4.5 ml de H,SO, 36N. Los tubos
fueron mezclados cuidadosamente con un vortex, cubiertos con papel aluminio, y
mantenidos a temperatura ambiente durante 15-20 min. A continuacién, fueron colocados
en un bafio de agua hirviendo por 10 min y subsecuentemente enfriados en un bafio de
hielo. A la postre, se afiadi6 0.1 mL de una solucién de cisteina-HCI 3%, agitados con
vortex, cubiertos con papel aluminio e incubados a temperatura ambiente durante 4 h. Por
Gltimo, los tubos fueron agitados y el contenido de los tubos fue leido en un
espectrofotdmetro Hach 2800 a 396 nm. La concentracién de ramnosa contenida en el
biosurfactante parcialmente purificado y del testigo negativo se obtuvo mediante

interpolacion de su absorbancia en la curva de calibracion.

3.17 CARACTERIZACION QUIMICA DEL BIOSURFACTANTE MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

Este tipo de espectroscopia se basa en la absorcion de la radiacién infrarroja por las
moléculas en vibracion. Dentro de una molécula existen dos modos principales de
vibracién, alargamiento y flexion. La absorcion de luz infrarroja de energia o frecuencia
apropiada (2'5-15 m; 4.000-666 cm™) excita a la molécula desde su estado fundamental
hasta un estado excitado produciéndose la vibracibn de un modo determinado. Una
molécula absorbera energia cuando esta sea igual a la necesaria para que se produzca
una transicion vibracional de la molécula. Es decir, la molécula vibrard de un modo

determinado gracias a la energia que se le ha suministrado.

La frecuencia o longitud de onda de cada modo de absorcién es funcion de la masa
relativa de los atomos, la constante de fuerza de los enlaces y la geometria de la
vibracion. Esto hace posible asignar frecuencias caracteristicas de alargamiento y flexién

a grupos funcionales especificos, ya que, aunque las frecuencias vibracionales para un
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enlace dado en una molécula compleja no son totalmente independientes de los demas
enlaces situados cerca, el rango de variacién es pequefio. Por lo tanto, esta técnica nos
permite la identificacion de algunos grupos funcionales de una molécula para la que se

observan bandas caracteristicas en determinadas regiones del espectro.

La caracterizacion inicial del biosurfactante se realizé6 empleando un espectrémetro de IR
por transformada de Fourier marca Nicolet modelo Nexus 470 FT-IR en un rango de 4000
y 650 cm-1, utilizando KBr para la formacion de los pellets conteniendo la muestra de
biosurfactante.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 RECOLECCION DE MUESTRAS

Los procesos de recuperacion mejorada de hidrocarburo via microbiana (MEOR) utiliza
microorganismos y sus productos metabdlicos, entre los que se encuentran gases,
biosurfactantes, biopolimeros, solventes y acidos para recuperar el hidrocarburo
entrampado en los poros de las rocas. Los &cidos, solventes y gases ayudan a
incrementar la permeabilidad de la roca en el yacimiento, los biopolimeros son utilizados
para represurizar el yacimiento, mientras que los biosurfactantes reducen la tensién
interfacial y superficial entre las fases hidrocarburo-agua, permitiendo la liberacion del

hidrocarburo entrampado en el interior de la roca (Muhammad et al., 1994).

El Proyecto Chicontepec es de gran relevancia para el pais, ya que representa el 60% de
la reserva probables y el 55% de reservas probables de hidrocarburos del pais, es decir,
cerca de 17.7 miles de millones de barriles de petréleo crudo equivalente (Informe de
reservas de hidrocarburo PEMEX enero 2010). Sin embargo, los yacimientos de
Chicontepec se caracterizan por su bajo contenido de hidrocarburos, porosidad maxima
de 14 %, baja permeabilidad de 0.01 a 100 mdarcyes y baja presion, por lo que la
productividad de los pozos es reducida y su explotacién compleja, lo que requerira del
desarrollo 'y administracibn de tecnologias especializadas que incrementen
significativamente la productividad por pozo y permitan reducir los costos al minimo
(Mayol et al., 2005).

Dada esta problematica, en el presente trabajo se realizaron estudios con el fin de
comenzar con las estrategias de aplicacién de técnicas de MEOR en el paleocanal. Para
esto, se recolectaron 3 muestras de hidrocarburo provenientes de diferentes pozos del
campo Chicontepec, las cuales fueron identificadas como LCH1, LCH2 y LCH3, ya que
las bacterias autoctonas recuperadas a partir del yacimiento en estudio, juegan un papel
clave y crucial en la conduccién exitosa de los procesos de MEOR (Ghojavan H, et al.
2008).
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4.2 OBTENCION DE CONSORCIOS MICROBIANOS PRODUCTORES DE
BIOSURFACTANTE A PARTIR DE LAS MUESTRAS LCH1, LCH2 y LCH3 DE POZOS
DEL CAMPO DE CHICONTEPEC

Como parte de la seleccion de consorcios productores de biosurfactante, la prueba
preliminar se realizé mediante la inoculacion de las muestras en tres diferentes medios de
cultivo, cuya principal diferencia radicé en la fuente de carbono empleada, en el medio de
cultivo A se utilizé glucosa y glicerol (tabla 5), mientras que en el medio B se emple6 una
fuente mas compleja y dificil de degradar que fue el keroseno (tabla 6) y por ultimo, el
medio C contenia melaza y glicerol (tabla 7) como fuente de carbono, asi también se
probaron tres temperaturas de incubacion que fueron 30, 40 y 60°C. Para todos los
experimentos se empleé como un testigo positivo, una cepa de Pseudomonas aeruginosa
PAOL1, productora de biosurfactante y un testigo negativo que consistié en el medio de
cultivo sin inoculo. Se consideraron diferentes fuentes de carbono para la seleccion
preliminar de consorcios debido a que de estudios previos se conoce que el tipo de
biosurfactante y su rendimiento dependen en gran medida de la fuente de carbono y del
medio de cultivo empleado, ademas el empleo de diferentes medios de cultivo incrementa

las posibilidades recuperar diferentes poblaciones microbianas (Bodour et al., 2003).

Durante la produccion de biosurfactante se han empleado un sin niumero de fuentes de
carbono solubles (Al Araji, 2007) e insolubles en agua (Onbasli et al., 2009), como es el
caso del glicerol, glucosa, manitol, etanol, aceites vegetales e hidrocarburos; pero
actualmente se han empleado sustratos de bajo costo (Rashedi et al., 2006)
especialmente provenientes de desechos industriales (Onbasli, 2009) como son las
melazas y efluentes recuperadas del procesamiento de papas, que pudieran reducir entre
el 10-30% del costo total de la produccion (Mohammad et al., 2008).

En la tabla 12 se presentan los resultados preliminares obtenidos al inocular las muestras
LCH1, LCH2 y LCHS3 en los tres diferentes medios de cultivo a una temperatura de 30°C,

la prueba de dispersion de gota se realiz6 después de 7 dias de incubacion.

LAURA MONDRAGON MORA 53



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS AEROBIAS AUTOCTONAS DE YACIMIENTOS
PETROLEROS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES PARA SU APLICACION EN TECNICAS DE MEOR

Tabla 12. Resultados obtenidos de las pruebas preliminares a 30°C para seleccion de
consorcios microbianos productores de biosurfactante.

No. De MEd'Q de Produccion de Prueba de dispersion de gota (mm)
muestra cultivo gas
LCH1 A Negativo 3 2 2
LCH2 A Negativo 6 6 5
LCH3 A Negativo 2 2 3
PAO1 A Negativo 3 3 3
Testigo A Negativo 3 3 2
LCH1 B Negativo 3 3 3
LCH2 B Negativo 3 3 3
LCH3 B Negativo 5 5 5
PAO1 B Negativo 1 1 1
Testigo B Negativo 3 3 3
LCH1 C Negativo 5 5 5
LCH2 C Negativo 4 4 4
LCH3 C Negativo 3 3 4
PAO1 C Negativo 3 3 4
Testigo C Negativo 4 4 4

En la tabla 13 se presentan los resultados preliminares obtenidos al inocular las muestras
LCH1, LCH2 y LCHS3 en los tres diferentes medios de cultivo a una temperatura de 40°C,

la prueba de dispersion de gota se realiz6 después de 7 dias de incubacion.
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Tabla 13. Resultados obtenidos de las pruebas preliminares a 40°C para seleccion de
consorcios microbianos productores de biosurfactante.

Prueba de gota dispersa (mm)

LCH1 A Negativo 7 5 5
LCH2 A Negativo 1 1 1
LCH3 A Negativo 10 9 9
PAO1 A Negativo 6 6 6
Testigo A Negativo 5 5 5
LCH1 B Negativo 3 4 4
LCH2 B Negativo 5 4 5
LCH3 B Negativo 9 9 9
PAO1 B Negativo 10 8 8
Testigo B Negativo 6 4
LCH1 C Negativo 9 10 9
LCH2 C Negativo 16 12 11
LCH3 C Negativo 10 7 7
PAO1 C Negativo 18 11 10
Testigo C Negativo 7 6 8

En la tabla 14 se presentan los resultados preliminares obtenidos al inocular las muestras
LCH1, LCH2 y LCH3 en los tres diferentes medios de cultivo a una temperatura de 60°C,

la prueba de dispersion de gota se realiz6 después de 7 dias de incubacion.
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Tabla 14. Resultados obtenidos de las pruebas preliminares a 60°C para seleccion de
consorcios microbianos productores de biosurfactante.

No. De Medip de Produccion de Prueba de dispersion de gota (mm)
muestra cultivo gas
LCH1 A Negativo 1 1 1
LCH2 A Negativo 3 2
LCH3 A Negativo 3 3 2
PAO1 A Negativo 2 2 2
Testigo A Negativo 3 3 3
LCH1 B Negativo 0 0 0
LCH2 B Negativo 1 1 1
LCH3 B Negativo 2 2 2
PAO1 B Negativo 6 5 5
Testigo B Negativo 2 2 2
LCH1 C Negativo 2 2 2
LCH2 C Negativo 3 3 4
LCH3 C Negativo 3 3 3
PAO1 C Negativo 2 2 2
Testigo C Negativo 0 0 0

De acuerdo con los resultados anteriores, solamente se obtuvo produccién de
biosurfactante cuando se incubaron las tres muestras a 40°C en los medios de cultivo A,
B y C. La temperatura es un factor muy importante ya que interviene en el crecimiento
microbiano y en la eficiencia de estimulacién in situ (Akhavan Sepahy et al., 2005,
Nunizawati, 2009), estudios realizados por Salehizadeh y colaboradores (2009)
encontraron que la temperatura presenta una influencia de alrededor del 14.45 % durante
el crecimiento de una cepa de Alcaligenes sp en medio de cultivo conteniendo melazas

como fuente de carbono.

En los experimentos realizados por Tugba (2008), se encontré una maxima producciéon de
ramnolipidos y crecimiento microbiano por Pseudomonas aeruginosa a una temperatura
de 32 a 34°C, existiendo un decremento considerable de ambos parametros pasando los

36°C como resultado de la disminucién del metabolismo microbiano.
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4.3 ENSAYO PRELIMINAR DE LA CINETICA MICROBIANA DE PRODUCCION DE
BIOSURFACTANTE

De acuerdo con los resultados obtenidos de las tablas 9, 10 y 11; se seleccionaron cinco
consorcios de trabajo cuya temperatura 0ptima de produccién de surfactante fue de 40°C,
los cuales fueron el consorcio LCH3 en el medio de cultivo A con un promedio de halo de
emulsion de 9 mm, consorcio LCH3 en el medio de cultivo B con un promedio de 9 mm de
halo de emulsion y los consorcios LCH1, LCH2 y LCH3 en el medio de cultivo C con
promedio de halos de emulsién de 9 mm, 13 mm y 8 mm respectivamente, todos ellos

sobrepasan los valores obtenidos por los testigos negativos.

Con los 5 consorcios productores de biosurfactante, se realizé la cinética de produccion,
para esto, los consorcios microbianos se crecieron en caldo soya y tripticaseina durante
24 h y posteriormente fueron transferidos a los diferentes medios de cultivo de prueba a
una concentracién de 1X10’ bacterias/mL e incubados a 40°C a 115 rpm, cada 8 h se
realizé el monitoreo de la produccién de biosurfactante mediante la prueba de dispersion

de gota.

En la figura 4 se muestran la cinética de produccion de biosurfactante del consorcio LCH3
en el medio de cultivo A, en esta se observa el comienzo de la produccién a las 24 h de
incubacién y va incrementandose considerablemente hasta obtener un punto maximo a
las 104 h de incubacion con una halo de emulsion de 17 mm, en los puntos posteriores a
esta lectura se presentd un valor constante en el halo de emulsién en 15 mm. Cabe
recalcar que este consorcio produjo mayor cantidad de biosurfactante que el testigo
positivo, por lo que se consideré un buen candidato para continuar con el proceso de

seleccién de consorcios productores de biosurfactante.
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CINETICA DE PRODUCCION DE BIOSURFACTANTE EN
MEDIO DE CULTIVO A
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Figura 4. Cinética de produccion de biosurfactante para el consorcio LCH3 en el medio de
cultivo A a 40°C.

En la Figura 5 se presenta la cinética de produccién de biosurfactante para el consorcio
LCH3 en el medio de cultivo B con keroseno como fuente de carbono. Se observa que
tanto el testigo positivo como el consorcio de prueba no produjeron biosurfactante,
contario a este resultado. Desai et al., 1997 y Samadi et al., 2007 mencionan que existe
una mayor produccién de biosurfactante en medios de cultivo que contengan fuentes de
carbono insolubles en agua como son los n-alcanos y aceite de oliva. Sin embargo, las
investigaciones realizadas por Abouseoud et al., 2007 sefialan un crecimiento limitado de
Pseudomonas fluorescens utilizando hexadecano como fuente de carbono debido a un
decremento del pH causado probablemente por la produccion de metabolitos secundarios,
ademés de que este compuesto no es el ideal para la produccion de ramnolipidos debido

a su toxicidad y alto costo (Ali Raza et al., 2006), al igual, en los estudios realizados por
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Das et al, 2009 no se encontr6 crecimiento ni produccion en medios de cultivo
conteniendo keroseno o hexadecano.
Debido a la baja productividad en este medio de cultivo, se tomé la decision de eliminarlo

para futuras experimentaciones.

CINETICA DE PRODUCCION DE BIOSURFACTANTE EN
MEDIO DE CULTIVO B
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Figura 5. Cinética de produccion de biosurfactante para el consorcio LCH3 en el medio de
cultivo B a 40°C.

Por altimo, en la Figura 6 se presenta la cinética de produccién de biosurfactante para los
consorcios LCH1, LCH2 y LCH3 en el medio de cultivo C. Los resultados indican que los
tres consorcios presentan producciéon de biosurfactante, pero el LCH1 comenzé su
produccion a las 56 h, ya desde entonces sobrepasaba la produccion de los dos otros
consorcios y ademas se obtuvo un maximo de produccién a las 80 h con un promedio de
halo de emulsion de 8.5 mm, sin embargo, lo interesante de este caso, es que despues
del punto méaximo de produccion tanto en el testigo positivo como el consorcio LCH1 se
encontré un decremento hasta llegar a valores iguales o cercanos (4 y 5 mm de halo de

dispersion respectivamente) al testigo negativo (4 mm de halo de dispersion). De acuerdo
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con estos resultados se decidid seguir la experimentacién con el consorcio LCH1 y
eliminar la experimentacion con los consorcios LCH2 y LCH3, ya que se pretende trabajar
con aquellos que presenten mayor productividad.

CINETICA DE PRODUCCION DE BIOSURFACTANTE EN
MEDIO DE CULTIVO C
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Figura 6. Cinética de produccion de biosurfactante para los consorcios LCH1, LCH2 y
LCHS3 en el medio de cultivo C a 40°C.

Considerando las tres diferentes fuentes de carbono, se observd una mayor produccion
de biosurfactante al utilizar glucosa como fuente de carbono, debido a que se obtuvieron
halos de dispersion maximos de 17 mm. Estos mismos resultados fueron obtenidos en los
experimentos efectuados por Rismani et al., 2006 donde se probaron diferentes fuentes
de carbono entre las que se incluian glicerol, sucrosa, glucosa, melazas, n-hexadecano,
n-decano, tetradecano y crudo, obteniéndose mayor produccién de biosurfactante
empleando glucosa, sucrosa y glicerol para la produccion en un cultivo puro de Bacillus
licheniformis, lo anterior indica que la produccion de substancias surfactantes por los
aislados microbianos no necesariamente ocurre en respuesta a la presencia de sustratos

insolubles en el medio de cultivo (Anyanwu, 2010).
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De acuerdo con los resultados anteriores, la dificultad para la selecciébn de bacterias
productoras de biosurfactante, asi como de la calidad y cantidad de éste (Das P, et al.
2009) depende del tipo de fuente de carbono presente y del tipo y cantidad de otros
nutrientes del medio de cultivo, ya que de esto estriba la variedad en poblaciones
microbianas que pudieran ser seleccionadas (Bodour A, et al. 2004).

Como parte del diagrama de flujo experimental, se evalu6 la cinética de crecimiento
microbiano de los consorcios LCH3 en medio de cultivo A y LCH1 en medio de cultivo C,
para lo cual se determiné la absorbancia del medio de cultivo a 625 nm, al igual, se realizé
la prueba de gota dispersa para determinar la produccion de biosurfactante. Sin embargo,
segun se muestra en las figuras 7 y 8 si se presentd crecimiento microbiano en ambos

medios de cultivo pero sin produccion de biosurfactante.
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CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE BIOSURFACTANTE DEL
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Figura 7. Cinética de crecimiento y produccién de biosurfactante del consorcio LCH3 en el

medio de cultivo A.
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CINETICA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION DE BIOSURFACTANTE POR EL
CONSORCIO LCH 1 EN MEDIO C
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Figura 8. Cinética de crecimiento y produccién de biosurfactante del consorcio LCH1 en el
medio de cultivo C.

Debido a la pérdida en la capacidad de producir biosurfactante por ambos consorcios de
prueba, se procedi6é a evaluar dos diferentes concentraciones de melaza, 15 g/L y 30 g/L
(tabla 15), ya que en algunas ocasiones, las altas concentraciones de estas pueden inhibir
la produccién de biosurfactante (Joshi S., et al. 2007). Al igual que los experimentos
anteriores se inocul6 el medios de cultivo C con una poblacion de 1X10’ bacterias/mL y se
monitored la produccion de biosurfactante mediante la prueba de gota dispersa a las 24 y
48 h. Los resultados obtenidos indican que la produccion de biosurfactante result6 ser
nula y no hubo influencia alguna de la concentracién de melazas sobre la producciéon de
biosurfactante, contrario a las investigaciones realizadas por Patel et al., 1997 donde
determiné que la mayor produccion de biosurfactante se dio lugar a una concentracion de
melazas del 7 % y por arriba de este valor, solamente se vio incrementada la biomasa

celular pero no la sintesis de biosurfactante.

LAURA MONDRAGON MORA 63



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS AEROBIAS AUTOCTONAS DE YACIMIENTOS
PETROLEROS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES PARA SU APLICACION EN TECNICAS DE MEOR

Tabla 15. Comportamiento en la produccion de biosurfactante para el consorcio LCH1 en
el medio de cultivo C con una concentracion de melazas de 15y 30 g/L.

No. De Medio de Tiempo de Concentracion  Prueba de dispersion de gota
muestra cultivo incubacion de melazas
LCH1 C 24 h 15g/L 5 5 5
PAO1 C 24 h 15 g/L 5 5 5
Testigo C 24 h 15 g/L 5 5 5
LCH1 C 48 h 15 g/L 5 5 5
PAO1 C 48 h 15 g/L 5 5 5
Testigo C 48 h 15 g/L 5 5 5
LCH1 C 24 h 30 g/L 5 5 5
PAO1 C 24 h 30 g/L 4 4 5
Testigo C 24 h 30g/L 4 4 5
LCH1 C 48 h 30 g/L 5 5 5
PAO1 C 48 h 30 g/L 5 5 5
Testigo C 48 h 30g/L 5 5 5

4.4 AISLAMIENTO DE BACTERIAS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTE

A partir de los consorcios productores de biosurfactante, con los cuales se obtuvieron los
resultados de las Figuras 4 y 6, se realizd el aislamiento de las diferentes morfologias
microbianas mediante la técnica de dilucion por extincion y estria cruzada en agar soya y
tripticaseina. Del consorcio LCH1 se aislaron 4 diferentes morfologias coloniales las
cuales fueron identificadas como cepas 1A, 1B, 1C y 1D; mientras que del consorcio
LCH3 se aislaron 3 diferentes morfologias coloniales identificadas como cepa 3A, 3B y

3C. En las Figuras 9y 10 se presentan las fotografias de los aislados bacterianos.
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Figura 9. Aislados bacterianos obtenidos del consorcio LCH 1 a) cepa 1A, b) cepa 1B, ¢)
cepa 1Cyd) cepa 1D.

Figura 10. Aislados bacterianos obtenidos del consorcio LCH 3 a) cepa 3A, b) cepa 3By
c) cepa 3C.
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4.5 CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE AISLADOS BACTERIANOS
PRODUCTORES DE BIOSURFACTANTE

A los aislados obtenidos se les identifico por su morfologia colonial, se realiz6 tincién de
Gram, prueba de oxidasa y catalasa, crecimiento en agar Pseudomonas, crecimiento en
agar MacConkey, prueba de hemolisis, siembra en agar TSI, LIA, MIO, Citrato de
Simmons, caldo RM-VP y caracterizacién bioquimica empleando kits de galeras API 20NE

Biomérieux de acuerdo con especificaciones del proveedor.

De acuerdo con las pruebas realizadas, todas las cepas corresponden a bacilos medianos
Gram negativos, esta caracteristica posiblemente contribuya a la supervivencia de la
poblacién microbiana en ambientes extremos debido a que este tipo de bacterias estan
provistas de una membrana interna y una externa (Bicca et al., 1999) (Figs. 11 y 12),
catalasa y oxidasa positivos, con crecimiento positivo en agar MacConkey y agar
Pseudomonas y capacidad de utilizar una gran variedad de fuentes de carbono incluidas
en las galerias APl 20NE Biomérieux, con excepciéon de la cepa 3B. Después de efectuar
todas las pruebas, es de considerar que las cepas 1A, 1B, 1C, 1D, 3A y 3C dieron las
mismas caracteristicas bioquimicas por lo que es probable que sean el mismo género
bacteriano (tabla 16 y 17), estos estudios preliminares indican que las cepas pertenecen
al género Pseudomonas sp, sin embargo, esto se comprobara con los analisis
complementarios de biologia molecular. Cabe sefalar, que las cepas 1A, 1B, 1C, 1D, 3Ay
3C produjeron hemolisis completa en agar sangre, esta prueba se ha utilizado como
analisis presuntivo para seleccionar organismos productores de biosurfactante (Safary et
al., 2010), aunque algunos otros estudios han reportado que no todos los biosurfactantes
poseen actividad hemolitica (Youseff et al.,, 2004) y algunas otras cepas tienen la

capacidad de producir factores de virulencia que lisas los eritrocitos (Lin et al., 1998).
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Tabla 16. Caracteristicas bioquimicas de las cepas aisladas del consorcio LCH1.

CEPAS AISLADAS A PARTIR DE CONSORCIOS
PRODUCTORES DE BIOSURFACTANTE

CARACTERISTICA 1A 1B 1C 1D
Catalasa Positivo Positivo Positivo Positivo
Oxidasa Positivo Positivo Positivo Positivo

Reduccion de nitratos Positivo Positivo Positivo Positivo
Indol Negativo Negativo Negativo Negativo
Fermentacion de Negativo Negativo Negativo Negativo
glucosa
Hidrdlisis de L-arginina Positivo Positivo Positivo Positivo
Urea Positivo Positivo Positivo Positivo
Hidrdlisis de esculina Negativo Negativo Negativo Negativo
Hidrdlisis de gelatina Positivo Positivo Positivo Positivo
PNPG Negativo Negativo Negativo Negativo
D-glucosa Positivo Positivo Positivo Positivo
L-arabinosa Positivo Positivo Positivo Positivo
D-manosa Positivo Positivo Positivo Positivo
D-manitol Positivo Positivo Positivo Positivo
N-acetil-glucosamina Positivo Positivo Positivo Positivo
D-maltosa Positivo Positivo Positivo Positivo
Gluconato de potasio Positivo Positivo Positivo Positivo
Acido céaprico Positivo Positivo Positivo Positivo
Acido adipico Positivo Positivo Positivo Positivo
Acido malico Positivo Positivo Positivo Positivo
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CARACTERISTICA
Citrato trisédico

Acido fenilacético

Fermentacion de la
lactosa
Descarboxilacion de
lisina
Descarboxilacion de
ornitina

Produccién de H,S
Produccién de gas
Movilidad
Rojo de metilo

Voges-Proskauer

Hemodlisis en agar
sangre
Crecimiento en Mc
Conkey
Crecimiento en agar
Pseudomonas

Morfologia microscopica

Gram

Tabla 16. Continuacion...

1A
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Completa
Positivo

Positivo

Bacilos
mediano

Negativo

1B
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Completa
Positivo

Positivo

Bacilos
mediano

Negativo

1C
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Completa
Positivo

Positivo

Bacilos
medianos

Negativo

1D
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Completa
Positivo

Positivo

Bacilos
medianos

Negativo
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Tabla 17.Caracteristicas bioquimicas de las cepas aisladas del consorcio LCHS.

CEPAS AISLADAS A PARTIR DE
CONSORCIOS PRODUCTORES DE

BIOSURFACTANTE

CARACTERISTICA 3A 3B 3C
Catalasa Positivo Positivo Positivo
Oxidasa Positivo Positivo Positivo

Reduccion de nitratos Positivo Positivo Positivo
Indol Negativo Negativo Negativo
Fermentacion de Negativo Positivo Negativo
glucosa
Hidrdlisis de L-arginina Positivo Positivo Positivo
Urea Positivo Positivo Positivo
Hidrdlisis de esculina Negativo Positivo Negativo
Hidrdlisis de gelatina Positivo Negativo Positivo
PNPG Negativo Positivo Negativo
D-glucosa Positivo Positivo Positivo
L-arabinosa Positivo Positivo Positivo
D-manosa Positivo Positivo Positivo
D-manitol Positivo Positivo Positivo
N-acetil-glucosamina Positivo Positivo Positivo
D-maltosa Positivo Positivo Positivo
Gluconato de potasio Positivo Positivo Positivo
Acido céaprico Positivo Negativo Positivo
Acido adipico Positivo Negativo Positivo
Acido malico Positivo Positivo Positivo
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Tabla 17. Continuacion...

CARACTERISTICA 3A 3B 3C
Citrato trisodico Positivo Positivo Positivo
Acido fenilacético Negativo Positivo Positivo
Fermentacion de la Negativo Positivo Negativo
lactosa
Descarb_o_xnamon de Positivo Positivo Positivo
lisina
Descarboxl_lamon de Positivo Negativo Positivo
ornitina
Produccion de H,S Negativo Negativo Negativo
Produccién de gas Negativo Positivo Negativo
Movilidad Positivo Positivo Positivo
Rojo de metilo Negativo Positivo Negativo
Voges-Proskauer Negativo Negativo Negativo
Hemolisis en agar Completa Parcial Completa
sangre
Crecimiento en Mc Positivo Positivo Positivo
Conkey
Crecimiento en agar " . .
Pseudomonas Positivo Positivo Positivo
o - Bacilos Bacilos ,
Morfologia microscopica . Bacilos corto
medianos cortos
Gram Negativo Negativo Negativo
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-

Figura 11. Morfologia microscépica de los aislados provenientes del consorcio LCH1
tomadas en microscopio 6ptico a 1 000X a) cepa 1A, b) cepa 1B, c) cepa 1C y d) cepa
1D.

--

Figura 12. Morfologia microscopica de los aislados provenientes del consorcio LCH3
tomadas en microscopio optico a 1 000X a) cepa 3A, b) cepa 3B y c) cepa 3C.
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4.6 CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE LOS CONSORCIOS Y CEPAS
PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTE

Para la observacion de las morfologias bacterianas tanto de los consorcios LCH1C y
LCH3A como de los aislados 1A, 1B, 1C, 1D, 3A, 3B y 3C se realizaron preparaciones y
observaciones empleando el Microscopio Electronico de Barrido Jeol JSM5310-LV.

En las Figuras 13 y 14 se presenta una micrografia a 7 500X de los consorcios LCH1C y
LCH3A respectivamente, en donde se aprecian al menos cuatro diferentes tamafios de
bacilos, la diferencia radica en la longitud de estos y algunos son curvos; ademas se
aprecia un material mucoide que cubre a los microorganismos que probablemente sea

lipopolisacarido o biosurfactante extracelular (Kumar, 2008).

En las Figuras 15 y 16 se muestran las micrografias electronicas de las diferentes cepas,
en donde se puede apreciar que todos los aislados estan constituidos por bacilos
medianos de alrededor de 1 p de longitud y Unicamente se aprecia la produccion de

material mucoide bacteriano en las cepas 1C y 3A.
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Figura 13. Micrografias electronicas del consorcio LCH1C, donde se observan bacilos de
diferentes longitudes, asi como material extracelular.

LAURA MONDRAGON MORA 73



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS AEROBIAS AUTOCTONAS DE YACIMIENTOS
PETROLEROS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES PARA SU APLICACION EN TECNICAS DE MEOR

Bacilos
medianos

Bacilos

A~ cortos

S Material - S
extracelular®

X7,500 1um

Figura 14. Micrografias electronicas del consorcio LCH3A, donde se observan bacilos de
diferentes longitudes, asi como material extracelular.
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X5000  gm

X10,000

Figura 15. Micrografia electronica de las cepas aisladas a) 1A, b) 1B, c) 1Cy d) 1D, en las
cuales se observan bacilos de alrededor de 1um de largo.
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X10,000 1gm

Figura 16. Micrografias electronicas obtenidas de las cepas aisladas a) 3A, b) 3By c) 3C,
en las cuales se observan bacilos de alrededor de 1um de largo.
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4.7 IDENTIFICACION MOLECULAR DE LOS AISLADOS PRODUCTORES DE
BIOSURFACTANTE

La identificacion molecular de los microorganismos productores de biosurfactante aislados
de los consorcios LCH1C y LCH3A se realiz6 comparando la secuencia del gen
bacteriano para el RNAr 16S. En la tabla 18 se hace un compendio de los resultados
obtenidos en cuanto a porcientos de similitud de las secuencias obtenidas en
comparacion con las secuencias pertenecientes a cada género y especie. La cepa 1A que
solamente se obtuvo un porciento de similitud del 87 %, solamente se reporta como

Pseudomonas sp.

Tabla 18. Resultados obtenidos a partir de la identificacion molecular de las cepas
productoras de biosurfactante.

Porciento de

Género y especie

similitud

1A 87 % Pseudomonas sp

1B 99 % Pseudomonas aeruginosa
1C 98 % Pseudomonas aeruginosa
1D 98 % Pseudomonas aeruginosa
3A 99 % Pseudomonas aeruginosa
3B Sin identificar

3C 99 % Pseudomonas aeruginosa

En las figuras 17 a la 23 se muestran las secuencias de nucleétidos obtenidas tras la
amplificacién de parte del gen 16S RNAr de las cepas productoras de biosurfactante 1A,
1B, 1C, 1D, 3A, 3B, 3C y 3D respectivamente, asi mismo, en las tablas 19 a la 25 se
observan los diez mejores resultados obtenidos en la busqueda BLAST en la secuencia

de nucledtidos correspondientes a cada una de las cepas aisladas.
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CGACTTATCGCGTTAGCTGCCCCCCTAAGATCTCAAGGATCCCACGGCTAGTCGACCTCGTTTACGGGGTGGACTACCAC
GGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGTGTCAGTATCCTTCCAGGTGGTCCCCCTTCCCCACCTGG
TGTTCCTTCCTATATCTACGCATTTCACCCACACCTACGAAATTCCCCCCCCCCTCTACCCGTACTCTAGCTCCCTACTT
TTGGATGCCGTTCCAGGTTGAGCCCCGGGATTTCACATCCCACTTGCTGAACCACCTACCCGCGCTTTACGCCCAGTAAT
TCCATTAACGCGTGCCCCCTTCGTATTACCGCCGCTGCTGGCACCAAGTTAGCCCGTGCTTATTCTGTTGGTACGTCCAA
CCCCAGGTATTCAATTACTGCCTTCCCCCACCTTAAAGCGCCTTACCATCCAAACCTCTCACCACGCGCTGCCGGATCAG
GCTTCCCCCTTGCCCATATTCCCCCCTGCCGCTCCAAGACTCTGACCCGTCATCCCCGCGCCAATCTCCTCCCACCCA

Figura 17. Secuencia obtenida tras la amplificacion de parte del gen 16S RNAr de
la cepa 1A.

Tabla 19. Resultados obtenidos en el BLAST en la secuencia de nucle6tidos
correspondientes a la cepa 1A.

Accession Description

Uncultured bacterium partial 16S le-
FM997359.1 rRNA gene, clone 16sps25- 606 606 92% 170 87%
2908.qlka
Uncultured bacterium partial 16S le-
FM997305.1 rRNA gene, clone 16sps25- 606 606 92% 170 87%
1f04.p1k
Uncultured bacterium partial 16S le-
EM996869.1 rRNA gene, clone 16sps22- 606 606 92% 170 87%
1a05.plka
Uncultured bacterium partial 16S le-
EM996598.1 rRNA gene, clone 16sps19- 606 606 92% 170 87%
4d03.p1k
Uncultured bacterium partial 16S le-
EM996329.1 rRNA gene, clone 16sps18- 606 606 92% 170 87%
2a07.plka
Uncultured bacterium partial 16S le-
EM996115.1 rRNA gene, clone 16sps17- 606 606 92% 170 87%
2d05.p1k
Uncultured bacterium partial 16S le-
EM996035.1 rRNA gene, clone 16sps16- 606 606 92% 170 87%
3h04.p1k
Uncultured bacterium partial 16S le-
EM995937.1 rRNA gene, clone 16sps16- 606 606 92% 170 87%
2c11.w2k
Uncultured bacterium partial 16S le-
EM995931.1 rRNA gene, clone 16sps16- 606 606 92% 170 87%
2c04.w2k
Uncultured bacterium partial 16S le-
EM995908.1 rRNA gene, clone 16sps16- 606 606 92% 170 87%
1g12.p1k
Pseudomonas aeruginosa strain Je-
GU395986.1 SU-3 16S ribosomal RNA gene, 606 606 92% 170 87%
partial sequence

LAURA MONDRAGON MORA 78


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NE9DB5TE014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NE9DB5TE014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NE9DB5TE014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NE9DB5TE014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NE9DB5TE014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NE9DB5TE014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NE9DB5TE014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NE9DB5TE014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NE9DB5TE014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NE9DB5TE014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323097329?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#323097329#323097329
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323097275?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#323097275#323097275
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323096827?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#323096827#323096827
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323096568?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#323096568#323096568
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323096299?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#323096299#323096299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323096085?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#323096085#323096085
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323096005?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#323096005#323096005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323095907?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#323095907#323095907
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323095901?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#323095901#323095901
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/323095878?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#323095878#323095878
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/289152632?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=NE9DB5TE014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#289152632#289152632
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TGCAAGTCGAGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCCGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTA
F GTGGGGGATAACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGC
- TATCAGATGAGCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAG
! GATGATCAGTCACACTgGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGRATATTGGACAATgGGCGA
g AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATKGTAAAGCACTTTAAGE TGGGAGGAAGGGCAGTAA

GTTAATACCTTGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATARGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGG

GTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCA
I ACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGT
a AGATATAGGAAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAA

ACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTGGAGATCTTAGGGGGGCAG

CTAACGCGATAAGTCGACCGCC

8
Figura 18. Secuencia obtenida tras la amplificacion de parte del gen 16S RNAr de
la cepa 1B.

Tabla 20. Resultados obtenidos en el BLAST en la secuencia de nucle6tidos
correspondientes a la cepa 1B.

Accession Description —_— Query E Max

coverage | value

Pseudomonas aeruginosa strain

HQ712124.1 MYL-21 16S ribosomal RNA 1485 1485 100% 0.0 99%
gene, partial sequence

Pseudomonas sp. DG1b 16S

HQ609597.1 ribosomal RNA gene, partial 1485 1485 100% 0.0 99%
sequence
Pseudomonas sp. DG2b 16S
HQ609593.1 ribosomal RNA gene, partial 1485 1485 100% 0.0 99%
sequence
Bacterium C69(2011) 16S
HQ674988.1 ribosomal RNA gene, partial 1485 1485 100% 0.0 99%
sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ457019.1 R2 16S ribosomal RNA gene, 1485 1485 100% 0.0 99%

partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ457018.1 DSEZ2 16S ribosomal RNA gene, 1485 1485 100% 0.0 99%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ457014.1 HSD1 16S ribosomal RNA gene, 1485 1485 100% 0.0 99%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ270549.1  GPSD-59 16S ribosomal RNA 1485 1485 100% 0.0 99%
gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ658761.1  nsm 16S ribosomal RNA gene, 1485 1485 100% 0.0 99%
partial sequence
Pseudomonas sp. E6(2010) 16S
HQ641259.1 ribosomal RNA gene, partial 1485 1485 100% 0.0 99%
sequence
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEA9M2HN014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEA9M2HN014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEA9M2HN014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEA9M2HN014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEA9M2HN014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEA9M2HN014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEA9M2HN014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEA9M2HN014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEA9M2HN014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/321159400?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEA9M2HN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#321159400#321159400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NEA9M2HN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154690#320154690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154689?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NEA9M2HN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154689#320154689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/319768805?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=NEA9M2HN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#319768805#319768805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315940048?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=NEA9M2HN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#315940048#315940048
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315940047?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=NEA9M2HN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#315940047#315940047
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315940043?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=NEA9M2HN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#315940043#315940043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315633319?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=NEA9M2HN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#315633319#315633319
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315434518?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=NEA9M2HN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#315434518#315434518
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315272552?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=NEA9M2HN014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#315272552#315272552
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GGGAGCTTGCTCCTGGATTCCGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGA
AACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTC
GGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGA
ACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGC
CGCGTGTGTGAAGAAGGTCYTCGGATTGTAAAGCACYTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTT
GACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCCcGCGGTRWTACGAAGGGTGCAAGCGTTAATCGGA
ATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCMACCYGGGAACTGCMTCCA
AAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAGTCGAC
CGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG

Figura 19. Secuencia obtenida tras la amplificacion de parte del gen 16S RNAr de
la cepa 1C.

Tabla 21. Resultados obtenidos en el BLAST en la secuencia de nucleétidos
correspondientes a la cepa 1C.

Query E Max

coverage | value | ident

Accession Description

Pseudomonas sp. MB65 16S

HM597240.1 ribosomal RNA gene, partial 1485 1485 100% 0.0 98%
sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ712124.1 MYL-21 16S ribosomal RNA 1483 1483 100% 0.0 98%

gene, partial sequence
Pseudomonas sp. DG1b 16S

HQ609597.1 ribosomal RNA gene, partial 1483 1483 100% 0.0 98%
sequence
Pseudomonas sp. DG2b 16S
HQ609593.1 ribosomal RNA gene, partial 1483 1483 100% 0.0 98%
sequence
Pseudomonas sp. DG2a 16S
HQ609592.1 ribosomal RNA gene, partial 1483 1483 100% 0.0 98%
sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ143666.1 ZAH18 16S ribosomal RNA 1483 1483 100% 0.0 98%

gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ143612.1 RHH13 16S ribosomal RNA 1483 1483 100% 0.0 98%
gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ537785.1 zxy0926 16S ribosomal RNA 1483 1483 100% 0.0 98%
gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697286.1 P43 16S ribosomal RNA gene, 1483 1483 100% 0.0 98%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697285.1 P28 16S ribosomal RNA gene, 1483 1483 100% 0.0 98%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697284.1 P22 16S ribosomal RNA gene, 1483 1483 100% 0.0 98%
partial sequence
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEAN8Z14014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEAN8Z14014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEAN8Z14014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEAN8Z14014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEAN8Z14014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEAN8Z14014&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/307563860?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#307563860#307563860
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/321159400?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#321159400#321159400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154690#320154690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154689?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154689#320154689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154688#320154688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320119942?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320119942#320119942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320119888?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320119888#320119888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320091324?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320091324#320091324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097184?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097184#320097184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097183?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097183#320097183
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097182?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=NEAN8Z14014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097182#320097182
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GCTTGCTCCTGGATTCCGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGTCCGGAAACG
GGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGAT
TAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCCGTAACTgGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACACTGGAAC
TGAGACACGGTCCAGACTCcTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCG
CGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGGATTGTAAAGCACTTTAAGTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCTGTTTTGA
CGTTACCAACAGAATAGGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAAGGGGGCAAGCGGTTAATCGGAA
TTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCA
AAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACAC
CAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGGGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACGATGTGGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGGGGCGCAGCTAACGGGATAAGTCGAC
CGOm

Figura 20. Secuencia obtenida tras la amplificacion de parte del gen 16S RNAr de

la cepa 1D.

Tabla 22. Resultados obtenidos en el BLAST en la secuencia de nucleétidos
correspondientes a la cepa 1D.

Total Query

Accession Description

score coverage value

Pseudomonas aeruginosa strain
GU294304.1 SJ-3clone 1 16Sribosomal RNA 1408 1408 100% 0.0 98%
gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ712124.1 MYL-21 16S ribosomal RNA 1402 1402 100% 0.0 98%
gene, partial sequence
Pseudomonas sp. DG1b 16S

HQ609597.1 ribosomal RNA gene, partial 1402 1402 100% 0.0 98%
sequence
Pseudomonas sp. DG2b 16S
HQ609593.1 ribosomal RNA gene, partial 1402 1402 100% 0.0 98%
sequence
Pseudomonas sp. DG2a 16S
HQ609592.1 ribosomal RNA gene, partial 1402 1402 100% 0.0 98%
sequence
Pseudomonas sp. DG1la 16S
HQ609591.1 ribosomal RNA gene, partial 1402 1402 100% 0.0 98%
sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ143666.1 ZAH18 16S ribosomal RNA 1402 1402 100% 0.0 98%

gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ143612.1 RHH13 16S ribosomal RNA 1402 1402 100% 0.0 98%
gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ537785.1 zxy0926 16S ribosomal RNA 1402 1402 100% 0.0 98%
gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697286.1 P43 16S ribosomal RNA gene, 1402 1402 100% 0.0 98%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697285.1 P28 16S ribosomal RNA gene, 1402 1402 100% 0.0 98%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HOQ697284.1 P22 16S ribosomal RNA gene, 1402 1402 100% 0.0 98%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HO697283.1 P21 16S ribosomal RNA gene, 1402 1402 100% 0.0 98%
partial sequence
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/281334112?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#281334112#281334112
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/321159400?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#321159400#321159400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154690#320154690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154689?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154689#320154689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154688#320154688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154687?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154687#320154687
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320119942?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320119942#320119942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320119888?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320119888#320119888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320091324?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320091324#320091324
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097184?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097184#320097184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097183?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=11&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097183#320097183
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097182?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=12&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097182#320097182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097181?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=13&RID=NECFEVF501S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097181#320097181
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ATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCCGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGATAACGT
CCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCT
AGGTCGGATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGTCACA
CTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGAAAGCCTGATCCAGC
CATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACCTTGCT
GTTTKGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTAAT
CGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAACTGCA
TCCAAAACTACTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTASATATAGGAAGGA
ACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGGGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTGGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGCGCAGCTAACGCGATAAG

Figura 21. Secuencia obtenida tras la amplificacion de parte del gen 16S RNAr de la cepa

3A.

Tabla 23. Resultados obtenidos en el BLAST en la secuencia de nucle6tidos
correspondientes a la cepa 3A.

Accession Description

Pseudomonas aeruginosa strain
HQ712124.1 MYL-21 16S ribosomal RNA 1452 1452 100% 0.0 99%
gene, partial sequence
Pseudomonas sp. DG1b 16S
HQ609597.1 ribosomal RNA gene, partial 1452 1452 100% 0.0 99%
sequence
Pseudomonas sp. DG2b 16S
HQ609593.1 ribosomal RNA gene, partial 1452 1452 100% 0.0 99%
sequence
Pseudomonas sp. DG2a 16S
HQ609592.1 ribosomal RNA gene, partial 1452 1452 100% 0.0 99%
sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ143666.1 ZAH18 16S ribosomal RNA 1452 1452 100% 0.0 99%
gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ143612.1 RHH13 16S ribosomal RNA 1452 1452 100% 0.0 99%
gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697286.1 P43 16S ribosomal RNA gene, 1452 1452 100% 0.0 99%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697285.1 P28 16S ribosomal RNA gene, 1452 1452 100% 0.0 99%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697284.1 P22 16S ribosomal RNA gene, 1452 1452 100% 0.0 99%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697283.1 P21 16S ribosomal RNA gene, 1452 1452 100% 0.0 99%
partial sequence
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NECM8DKR01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NECM8DKR01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NECM8DKR01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NECM8DKR01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NECM8DKR01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NECM8DKR01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NECM8DKR01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NECM8DKR01N&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/321159400?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NECM8DKR01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#321159400#321159400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NECM8DKR01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154690#320154690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154689?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NECM8DKR01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154689#320154689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=NECM8DKR01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154688#320154688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320119942?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=NECM8DKR01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320119942#320119942
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320119888?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=NECM8DKR01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320119888#320119888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097184?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=NECM8DKR01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097184#320097184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097183?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=NECM8DKR01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097183#320097183
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097182?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=NECM8DKR01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097182#320097182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097181?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=NECM8DKR01N
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097181#320097181
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AGAGCTTGCTCTCGGGTGACGAGTGGCGGACGGGTGAGTAATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGAGGGGGATAACTACTGG
AAACGGTAGCTAATACCGCATAACGTCCCAAGACCAAAGAGGGGGACCTTCGGGCCTCTTGCCCTCAGATGTGCCCAGAT
GGGATTAGCTAGTAGGTGGGGTAACGGCTCACCTAGGCGACGATCCCTAGCTGGTCTGAGAGGALGACCAGCCACACTG
AACTGAGACACGGTCgCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATtGCACAATGGgCGCMAGCCTGATGCAGCCMT
GCCGCGTGTATGAAGAAGGCCTTCGGGETGTAAAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGTGTTGTGGTTAATAACCSCAGCAA
TTGACGTTACSCGCAGAAgGGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACSGgAGGGGTGCAAGCGTTAAT
CSGAATTACTGGGCGTAAAGCGCACGCAGYCSGTCtGTCAaGTCSGATGTGAAATCCCSGGGCTCAaCCTGGgAACTGCW
TTCgAAACTGGCAGGCTAAAGTCTTGTAGAGGGGGGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTGAGATCTGGAGGA
ATACCGGTGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATAC
CCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTGGACTTGGAGGTTGTGCCCTGGAGGCGTGGCTTCCGGAGCTAACGCGTTAAGT
CGACCGCCTGGGAGTACGGCCG

Figura 22. Secuencia obtenida tras la amplificacion de parte del gen 16S RNAr de la cepa
3B.

Tabla 24. Resultados obtenidos en el BLAST en la secuencia de nucle6tidos
correspondientes a la cepa 3B.

Accession Description

Enterobacter sp. strain YT4 16S
HQ143573.1 ribosomal RNA gene, partial 1415 1415 100% 0.0 97%
sequence
Enterobacter cloacae subsp.
HO651840.1  dissolvens strain M940 16S 1415 1415 100% 00  97%
ribosomal RNA gene, partial
sequence
Enterobacter cloacae subsp.
dissolvens strain M354 16S

HQ651837.1 ribosomal RNA gene, partial 1415 1415 100% 0.0 97%
sequence
Enterobacter sp. qdp0502 16S
HQ692906.1 ribosomal RNA gene, partial 1415 1415 100% 0.0 97%
sequence
Pantoea agglomerans strain
HOQ236088.1 TBT3-10 16S ribosomal RNA 1415 1415 100% 0.0 97%

gene, partial sequence
Pantoea agglomerans strain
HOQ236072.1 TAT3-12 16S ribosomal RNA 1415 1415 100% 0.0 97%
gene, partial sequence
Pantoea agglomerans strain
HQ236063.1 TAG2-2 16S ribosomal RNA 1415 1415 100% 0.0 97%
gene, partial sequence
Enterobacter cloacae subsp.
dissolvens strain 478 16S

HM162426.1 . . 1415 1415 100% 0.0 97%
ribosomal RNA gene, partial
sequence
Leclercia sp. RF042 16S
HM165189.1 ribosomal RNA gene, complete 1415 1415 100% 0.0 97%
sequence

Enterobacter cloacae subsp.
GUo7gigs.1  dissolvens strain M425 16S 1415 1415 100% 00  97%
ribosomal RNA gene, partial

sequence
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NECVW3S901S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320119960?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NECVW3S901S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320119960#320119960
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/319997287?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NECVW3S901S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#319997287#319997287
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/319997284?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NECVW3S901S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#319997284#319997284
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315272278?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=NECVW3S901S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#315272278#315272278
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309260069?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=NECVW3S901S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#309260069#309260069
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309260053?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=NECVW3S901S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#309260053#309260053
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/309260044?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=NECVW3S901S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#309260044#309260044
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/303270787?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=NECVW3S901S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#303270787#303270787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/300390578?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=NECVW3S901S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#300390578#300390578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/295126488?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=NECVW3S901S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#295126488#295126488
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AGCGGATGAAGGGAGCTTGCTCCTGGATTCCGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGAATCTGCCTGGTAGTGGGGGAT
AACGTCCGGAAACGGGCGCTAATACCGCATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTTCGGACCTCACGCTATCAGATG

GCCTAGGTCGGATTAGCTAGTTGGTgGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAG
| TCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATKGGACMATGGGCGAARAGCCTGAT
CCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACYTTAAGTTGGGAGGAAGGGCAGTAAGTTAATACC

TGCTGTTTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCG
I TAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCGGGCTCAACCTGGGAA
rCTGCATCCAAAACTZ—\CTGAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGG
AAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTA
SGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTGGGGCAGCTAACGCGA
TAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGG

2

F

Figura 23. Secuencia obtenida tras la amplificacion de parte del gen 16S RNAr de
la cepa 3C.

Tabla 25. Resultados obtenidos en el BLAST en la secuencia de nucle6tidos
correspondientes a la cepa 3C.

Accession Description

Pseudomonas aeruginosa strain
HQ712124.1 MYL-21 16S ribosomal RNA 1517 1517 100% 0.0 99%
gene, partial sequence
Pseudomonas sp. DG1b 16S
HQ609597.1 ribosomal RNA gene, partial 1517 1517 100% 0.0 99%
sequence
Pseudomonas sp. DG2b 16S
HQ609593.1 ribosomal RNA gene, partial 1517 1517 100% 0.0 99%
sequence
Pseudomonas sp. DG2a 16S
HQ609592.1 ribosomal RNA gene, partial 1517 1517 100% 0.0 99%
sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ143612.1 RHH13 16S ribosomal RNA 1517 1517 100% 0.0 99%
gene, partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697286.1 P43 16S ribosomal RNA gene, 1517 1517 100% 0.0 99%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697285.1 P28 16S ribosomal RNA gene, 1517 1517 100% 0.0 99%
partial sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HQ697283.1 P21 16S ribosomal RNA gene, 1517 1517 100% 0.0 99%
partial sequence
Bacterium C69(2011) 16S

HQ674988.1 ribosomal RNA gene, partial 1517 1517 100% 0.0 99%
sequence
Pseudomonas aeruginosa strain
HOQ457019.1 R2 16S ribosomal RNA gene, 1517 1517 100% 0.0 99%

partial sequence

LAURA MONDRAGON MORA 84


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEDEGUEN01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEDEGUEN01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=1&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEDEGUEN01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEDEGUEN01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=2&HSP_SORT=1#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEDEGUEN01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEDEGUEN01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=4&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEDEGUEN01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEDEGUEN01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEDEGUEN01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&ENTREZ_QUERY=all%20%5bfilter%5d%20NOT(environmental%20samples%5bfilter%5d%20OR%20metagenomes%5borgn%5d)&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&OLD_BLAST=false&PAGE=MegaBlast&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=NEDEGUEN01S&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&DISPLAY_SORT=3&HSP_SORT=3#sort_mark
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/321159400?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=NEDEGUEN01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#321159400#321159400
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154690?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=NEDEGUEN01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154690#320154690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154689?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=NEDEGUEN01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154689#320154689
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320154688?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=NEDEGUEN01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320154688#320154688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320119888?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=NEDEGUEN01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320119888#320119888
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097184?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=6&RID=NEDEGUEN01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097184#320097184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097183?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=7&RID=NEDEGUEN01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097183#320097183
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/320097181?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=8&RID=NEDEGUEN01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#320097181#320097181
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/319768805?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=9&RID=NEDEGUEN01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#319768805#319768805
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/315940048?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=10&RID=NEDEGUEN01S
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#315940048#315940048

AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS AEROBIAS AUTOCTONAS DE YACIMIENTOS
PETROLEROS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES PARA SU APLICACION EN TECNICAS DE MEOR

Todos los aislados productores de biosurfactante recuperados a partir de las muestras de
hidrocarburo LCH1, LCH2 y LCH3 corresponden al género Pseudomonas aeruginosa, que
es capaz de utilizar varias fuentes de carbono como glicerol, manitol, fructosa, glucosa
para producir biosurfactantes del tipo ramnolipidos (Rashedi et al., 2005 y Abouseoud et
al., 2007), estos resultados se relacionan con el andlisis estructural realizado mediante
microscopia electronica, en donde se observa una séla morfologia celular en forma bacilar
caracteristica del género Pseudomonas. Este género bacteriano ha sido aislado a partir
de hidrocarburo obtenido de un campo petrolero ubicado en Egipto, localizado en el Golfo
de Suecia (El Marsafy 2010), en donde, de acuerdo con experimentos realizados en una
columna de arena simulando las caracteristicas litologicas del pozo, se observé un
incremento en la eficiencia de recuperacion de hidrocarburo del 20%. Al igual, Adelzadeh
et al., (2010) logré el aislamiento de una cepa de Pseudomonas aeruginosa productora de
biosurfactante a partir de muestras de roca limeston-dolomita colectadas a diferentes
profundidades del pozo Bibihakimeh ubicado en Irdn, donde se encontré un maximo de
eficiencia de recuperacion de hidrocarburo de 30% cuando se incubo el nicleo rocoso con
una solucion de biosurfactante durante 1 semana. Sulbaran et al., 2005 estudi6 la
produccion de biosurfactante por cepas pertenecientes al grupo de Pseudomonas putida y
Pseudomonas aeruginosa aisladas de muestras de emulsion de crudo pesado

venezolano.

4.8 PRUEBA PRELIMINAR DE PRODUCCION DE BIOSURFACTANTE EN MEDIO DE
CULTIVO PPGAS

Debido a que los consorcios microbianos LCH1C y LCH3A perdieron la capacidad de
producir biosurfactante en los medios de cultivo C y A respectivamente, se procedié a
cambiar el medio de cultivo a PPGAS modificado y se probo la produccién de
biosurfactante de cada unos de los aislados, para esto, se inoculo una colonia bacteriana
dentro de matraces conteniendo medio PPGAS vy se incubo a 40°C con agitacion de 115
rom. Posteriormente se realiz6 la prueba de dispersion de gota a las 24 y 48 h, los

resultados se muestran en la tabla 26.

Se decidié modificar el medio de cultivo PPGAS al sustituir la glucosa por melazas debido
a que esta ultima es un sustrato de menor precio y ademas porque contiene compuestos

como carbohidratos (48-56 %), proteinas (2-4 %), compuestos nitrogenados (0.3-0.6 %),
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fosforo (0.6-2.0 %) e iones metélicos como potasio (1.5-5 %), calcio (0.4-0.8 %), magnesio
(0.06%) y algunos factores de crecimiento como biotina (1-3 mg/kg), inositol (2 500-6 000
mg/kg) y tiamina (1.8 mg/kg) (Maneerat, 2005), los cuales son esenciales para el
crecimiento microbiano y produccién de biosurfactante (Raza, 2008). Asi mismo, al ser un
medio de cultivo deficiente en sales de fosfato, se han obtenido excelentes resultados en
la produccién de ramnolipidos por Pseudomonas aeruginosa (Ballot, 2009), ya que estas

sales pueden funcionar como inhibidores de su sintesis (Mclnerney et al., 2007).

Tabla 26. Prueba preliminar de produccién de biosurfactante en medio de cultivo PPGAS
de las cepas aisladas.

Cepa Prueba de dispersion de gota (mm)

24 h 48 h
1A 9 9 10 19 18 18
1B 15 15 17 37 35 35
1C 14 15 15 21 21 23
1D 10 10 10 29 30 32
3A 20 20 22 29 29 32
3B 9 9 10 9 9 9
3C 7 7 9 15 15 17
Testigo 8 7 7 7 7 7

Segun los resultados de la tabla 26, las cepas 1A, 1B, 1C, 1D, 3A y 3C tienen la
capacidad de producir biosurfactante en el medio de cultivo PPGAS modificado a las 24 y
48 h. En la Figura 24 se presentan las fotografias tomadas de los matraces de prueba en
donde claramente se observa crecimiento microbiano y produccion de espuma que es una

caracteristica de los surfactantes.

A pesar de que las cepas 1A, 1B, 1C, 3A y 3C pertenecen al género Pseudomonas
aeruginosa (tabla 18), presentan diferencias en la produccién de biosurfactante dado por
la amplitud del halo de emulsién en la prueba de dispersién de gota. Solamente la cepa
3B fue una no productora de biosurfactante y se caracteriza por que su morfologia

colonial y algunas pruebas bioquimicas fueron diferentes a las cepas productoras.

LAURA MONDRAGON MORA 86



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS AEROBIAS AUTOCTONAS DE YACIMIENTOS
PETROLEROS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES PARA SU APLICACION EN TECNICAS DE MEOR

Figura 24. Imagenes donde se muestra el crecimiento microbiano en el medio de cultivo
PPGAS después de incubarse a 40°C durante 48 h a) Blanco, b) inoculado con las cepas
1A, 1B, 1Cy 1Dy b) inoculado con las cepas 3A, 3B y 3C.

4.9 CINETICA DE PRODUCCION DE BIOSURFACTANTE EN MEDIO DE CULTIVO
PPGAS

De acuerdo a los resultados mostrados en la tabla 26, se seleccioné la cepa 1B para
efectuar su cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante ya que fue la que
produjo mayor halo de dispersion (35 mm a las 48 h de incubacion). El halo de dispersién
estd directamente relacionado con la cantidad de biosurfactante producido,
incrementando el halo de emulsién en la prueba de dispersion de gota de 7 mm en el
testigo negativo a 36 mm a las 48 h de incubacion, valores mucho mayores considerando
los obtenidos por Sakalle, 2009 con un maximo de 12 mm de halo de dispersién a los 7

dias de incubacion.

Para la estandarizacion del inoculo bacteriano se parti6 de la cepa 1B crecida de 48 h de
una placa petri con agar soya Y tripticaseina y se realiz6 una suspension bacteriana.
Posteriormente se realiz6 la dilucién de ésta para que se obtuviera una concentracion de

1X10’ bacterias/mL en un matraz con medio de cultivo PPGAS.

En la figura 25 se presenta la cinética de crecimiento y produccion de biosurfactante de la
cepa 1B en medio de cultivo PPGAS, en donde se observa que la fase de crecimiento
exponencial comienza a las 4 hrs y termina a las 24 h de incubacién. Durante esta fase
comienza la produccion de biosurfactante a las 20 h y se va incrementado
considerablemente hasta obtener un punto maximo de produccién en la fase estacionaria
(36 h de incubacion), de ahi permanecié relativamente constante hasta las 48 h de

incubacion. Esto revela que la produccién de biosurfactante no se encuentra ligada al

LAURA MONDRAGON MORA 87



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS AEROBIAS AUTOCTONAS DE YACIMIENTOS
PETROLEROS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES PARA SU APLICACION EN TECNICAS DE MEOR

crecimiento microbiano y sugiere que se trata de un metabolito secundario (Bagheri et al.,
2009 y Gharaei-Fathabad, 2011, Déziel, 1996), en caso particular, la produccion de
ramnolipidos por bacterias del género Pseudomonas es tipica de un metabolito
secundario y se incrementa considerablemente en la fase estacionaria (Santa Anna et al.,
2002).

CURVA DE CRECIMIENTO Y PRODUCCION BIOSURFACTANTE CEPA 1B
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Figura 25. Cinética de crecimiento y produccién de biosurfactante de la cepa 1B en medio
de cultivo PPGAS.

En las imagenes presentadas en la Figura 26 se observan los resultados de la de la
prueba de dispersion de gota durante la de la cinética de crecimiento microbiano y
produccion de biosurfactante, a mayor halo de dispersion es mayor la cantidad de

biosurfactante producido.
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Figura 26. Prueba de dispersion de gota durante la cinética de produccion de
biosurfactante.
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Figura 26. Continuacion...

30 h 32h 34 h
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4.10 MEDICION DE LA TENSION SUPERFICIAL

Se realizé la determinacion de la tension superficial empleando un tensibmetro Fisher
Scientific a las 24, 40 y 48 h de incubacién de la cepa 1B en medio de cultivo PPGAS. En
la tabla 27 se presentan los resultados de la determinacién de tensiéon superficial, en
donde se aprecia una disminucién de ésta de 60 mN/m en el testigo negativo a alrededor
de 40 mN/m en el tiempo de 40 y 48 h, esto corresponde a una disminucion del 33.3 %.

Tabla 27. Determinacion de la tension superficial a los tiempos 24,40 y 48 h empleando la
cepa 1B en el medio de cultivo PPGAS.

Muestra Cepa T (h) Y [mN/m]
1 1B 24 h 40.5
2 Testigo 24 h 60.6
3 1B 40 h 39.3
4 Testigo 40 h 61.9
5 1B 48 h 39.9
6 Testigo 48 h 61.6

En comparacion con estos resultados, Nitschake et al., 2004 obtuvo siete aislados
microbianos pertenecientes al género Bacillus sp que fueron capaces de reducir la tension
superficial del medio de cultivo conteniendo melaza como fuente de carbono después de
72 h de incubacién de 41.74 mN/m a un promedio de 34.97 mN/m, lo que corresponde a
una disminucién aproximada del 16 %, que es menos efectivo en relacién al porciento de
disminucion obtenido con la cepa 1B, sin embargo, en otros medios de cultivo con
diferente fuentes de carbono se han encontrado mayores eficiencias, como en los
experimentos llevados a cabo por Viramontes-Ramos S, et al., 2010 donde se obtuvo un
61 % de disminucién de tension superficial de 69.97 mN/m a 27.7 mN/m utilizando una
cepa autéctona de Pseudomonas aeruginosa. Por otro lado, Jaques, 2008 reporté una
disminucion de la tension superficial de 69.2 a 36.2 mN/m con un aislado de
Pseudomonas citronellolis después de 48 dias de incubacién. La variabilidad en el nivel
de expresion en la sintesis de biosurfactante se encuentra determinada por la genética de
los microorganismos, condiciones ambientales y naturaleza de los sustratos (Thaniyavarn
et al., 2006).
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4.11 PRUEBA DE ESTABILIDAD TERMICA DEL BIOSURFACTANTE

Para evaluar la estabilidad del biosurfactante se tomd en consideracion la estabilidad
térmica. Para esto, el sobrenadante obtenido después de 48 h de incubacién a 40 ° C de
la cepa 1B en medio PPGAS modificado fue expuesto a 50, 60, 70, 80, 100 y 121°C
durante 1 h. En la tabla 28 se muestran los resultados de este experimento.

Tabla 28. Prueba de estabilidad térmica del biosurfactante obtenido a partir de la cepa 1B
en medio de cultivo PPGAS modificado.

Temperatura (°C) Testigo negativo Sobrenadante cepa 1B

Tension superficial (mMN/m)
Sin tratamiento 57.05 34.62
50 57.74 34.65
60 56.59 34.78
70 56.91 34.30
80 56.93 34.71
100 57.63 3491
121 57.56 33.24

De acuerdo con estos resultados, es posible considerar que el biosurfactante producido
por la cepa 1B es termoestable en un rango de temperatura entre 50 y 121°C. Este mismo
resultado fue obtenido por Moura de Luna et al.,, 2009 al evaluar la estabilidad del
biosurfactante producido por Candida glabrata en un intervalo de temperatura de 40 a
80°C. Los resultados obtenidos por Brown M.J. (1991) utilizando un biosurfactante
obtenido de un aislado identificado como 1165 mostré una reduccion en la tension
superficial en el sobrenadante celular cuando fue expuesto a una temperatura entre 0 y
4°C, aunque la exposicion a altas temperaturas (100 a 121°C) no afecta los valores de
tension superficial. Por otro lado, Makkar et al., 2002 observaron la estabilidad en la
tension superficial después de la exposicién del biosurfactante producido por Bacillus
subtilis a 100°C.
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4.12 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MICELAR CRITICA (CMC)

La eficiencia de un biosurfactante para reducir la tension superficial expresada por el valor
de la concentracion micelar critica (CMC), este parametro representa la concentracion
de biosurfactante donde la reduccion en la tensién superficial alcanza niveles a los cuales
comienzan a formarse micelas supramoleculares y vesiculas y donde incrementos en la
concentracion de biosurfactante ya no provoca una alteracion en la tensién superficial,
debido a que el biosurfactante se encuentra saturado en la fase acuosa (Ballot, 2009).
Ademas, el conocimiento de la CMC es de gran interés debido a que a concentraciones
por arriba de este valor, la absorcion del biosurfactante en la superficie de la roca se
incrementa ligeramente. Esto es, el valor de CMC representa la concentracion de
biosurfactante en la cual ocurre su maxima absorcién en la roca de los yacimientos

petroleros (Schramm, 2000).

Se ha comprobado que muchos biosurfactantes presentan valores de CMC de 10 a 40
veces por debajo de los surfactantes sintéticos (Lang et al., 1998), lo que indica que son
mas eficientes que los surfactantes sintéticos, debido a que se necesitan menores

concentraciones para dispersar una solucion con una fase insoluble.

Para la determinacion de la CMC se realizé una solucion de 10 000 mg/L de extracto
crudo de biosurfactante obtenido a partir de un cultivo microbiano de la cepa 1B en medio
de cultivo PPGAS modificado. Posteriormente se realizaron diluciones de la misma y se
determind su tension superficial por triplicado utilizando el método de DuNouy (Tabla 29).
El célculo de la CMC se basa en el célculo de esta mediante la aplicacion de una
distribuciébn Guassiana en la gréfica de concentracidbn de biosurfactante Vs segunda
derivada de la tension superficial. En la Figura 27 se presentan las gréficas que se

manejan para el célculo de la CMC.
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Tabla 29. Medicion de la tension superficial a diferentes concentraciones de
biosurfactante para determinar el valor de la CMC.

Biosurfactante Tens[o_n
superficial

(ppm) (MN/m)
50 71.184
250 70.530
500 70.233
750 68.960
1000 67.588
1100 62.021
1250 63.591
1400 60.533
1500 61.795
1600 57.030
1750 57.923
1900 55.854
2000 55.621
2500 50.761
5000 44.652
7500 41.898
10000 38.965
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Figura 27. a) Grafico de concentracion de biosurfactante en relacion a la tension
superficial, b) Gréfico de concentracion contra primera derivada de la tension superficial y
c¢) Grafico de concentracion en relacion a la segunda derivada de la tensién superficial y
célculo de la CMC.

El valor obtenido de CMC para el biosurfactante producido por la cepa 1B fue de 1112.5
mg/L, acorde con estos resultados es posible indicar que es un biosurfactante que
presenta baja efectividad y eficiencia, ya que la mayoria de los ramnolipidos presentan
una CMC entre 10 a 200 mg/L (Vasileva-Tonkova et al., 2005 y Pattanathu et al., 2010),
esto a pesar de que los resultados preliminares obtenidos en la prueba de dispersion de

gota daban una perspectiva de ser un excelente biosurfactante. Sin embargo, aun
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presenta valores por debajo de algunos surfactantes sintéticos empleados en la industria
petrolera como es el caso del Cloruro de Cetil Trimetil Amonio (CTAB) y Dodecil Bencen
Sulfato de sodio con un valor de CMC de 5 500 y 1 932 mg/L respectivamente (Torres et
al., 2011).

4.13 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE BIOSURFACTANTE

La concentracion de biosurfactante producida por la cepa 1B en medio de cultivo PPGAS
modificado, se evalu6 indirectamente mediante la determinacion de subunidades de
ramnosa por un método colorimétrico especifico (Dische y Shettles (1948), considerando
gue se trata de un biosurfactante tipo ramnolipido que es producido por microorganismos
del género Pseudomonas aeruginosa. (Tahzini et al., 2004).

En la figura 28 se presenta la curva de calibracién de absorbancia a 396 nm con respecto

de la concentracion de ramnosa. En ésta se obtuvo un valor de R cuadrado de 0.9701.

LAURA MONDRAGON MORA 96



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE CEPAS BACTERIANAS AEROBIAS AUTOCTONAS DE YACIMIENTOS
PETROLEROS PRODUCTORAS DE BIOSURFACTANTES PARA SU APLICACION EN TECNICAS DE MEOR

Absorbanciaa 396 nm

0.500

0.400

0.300

0.200

0.100

0.000

-0.100

CURVA DE CALIBRACION DE RAMNOSA

y =1.053x - 0.066

R?=0.970 /‘

e

=~

/

/

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Ramnosa (g/L)

Figura 28. Curva de calibracién de absorbancia a 396 nm con respecto a la concentracion

Tabla 30. Resultados obtenidos a partir de la determinacion de ramnosas mediante el
método de Dische y Shettles (1948) del parcial purificado de biosurfactante.

en g/L de ramnosa.

DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE
BIOSURFACTANTE

Problema Testigo
Promedio de 0.4156 0.2672
absorbancias
Ramnosa (g/L) 0.46 0.32
Ramnosa total (g/L) 0.140
Ramnosa 1g 0.00084
extracto crudo (g)
Ramryosa(mg/‘Lde 26,306
medio de cultivo)
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De acuerdo con la absorbancia obtenida a partir de la parcial purificacion del
biosurfactante y a su interpolacion en la curva de calibracion, se calculé una tasa de
produccion de biosurfactante de 26 mg/L de medio de cultivo PPGAS (tabla 30). Como se
menciond anteriormente, la produccion de biosurfactante se encuentra afectada por varios
factores abibticos como pH, temperatura, presion, salinidad, agitacién y oxigeno disuelto;
factores nutricionales como es el caso de la fuente de nitrdgeno y carbono y algunos
iones (Al-Araji et al., 2009) y factores biéticos como caracteristicas de la cepa productora
(Panesar et al., 2011) que ocasionan diversificaciones en las tasas de produccion
reportadas bibliograficamente. Para dar algunos datos, Rashedi H (Rashedi et al., 2006)
obtuvo 150 mg/L de biosurfactante de tipo ramnolipido a partir de una cepa de
Pseudomonas aeruginosa aislada de un yacimiento Irani, después de 7 dias de
incubacion a 30°C, en el caso de diferentes fuentes de carbono utilizadas para la
produccion de ramnolipidos (Rashedi et al., 2005) se han encontrado producciones por
arriba del valor obtenido para la cepa 1B, donde una cepa de Pseudomonas aeruginosa
fue capaz de producir 138 mg/L de ramnosa utilizando hexadecano como fuente de
carbono. Asi mismo, con glicerol se obtuvo una produccion de 690 mg/L antes de realizar
la optimizacion del medio de cultivo de produccién. Pero en el momento en que se ajusto
la relacién entre las concentraciones de carbono y nitrégeno a 20/1 segun los
requerimientos de las cepas a evaluar, se obtuvieron producciones entre 1 000 y 1 470

mg/L de ramnosa.

4.14 CARACTERIZACION QUIMICA DEL BIOSURFACTANTE MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

Se realiz6 el analisis de espectroscopia de infrarrojo del biosurfactante en el rango de
numero de onda de 650 y 4 000 cm-1 que corresponde al infrarrojo medio (Macho, 2002)

en un espectrémetro por transformada de Fourier marca Nicolet modelo Nexus 470 FT-IR.

En la figura 29 se presenta el espectrograma correspondiente al andlisis del extracto
crudo de biosurfactante, en donde se observan dos bandas a 1 627 y 1 555 cm™ que
corresponden al enlace C-N como parte del enlace peptidico dentro de una amida
secundaria, es posible que esta banda de origen polipeptidico aparezca debido a que el
extracto crudo de biosurfactante presenta debritos celulares. Otra banda ancha a 3 193

cm™ correspondiente al enlace O-H y la amplitud de la banda se debe a la alta presencia
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de puentes de hidrégeno. La banda presente a 2 978 es asignada a la tension simétrica
del enlace C-H de los grupos —CH, y CH; de las cadenas alifaticas. Las bandas ubicadas
en las regiones del 463 y 1 396 cm™ corresponde a los movimientos de flexion del enlace
C-H saturado y por Gltimo, el pico de absorcién presente a 1 041 cm™ es caracteristica de
los movimientos de deformacion del enlace C-O relacionado con la presencia de
polisacéaridos en el biosurfactante (Bagheri et al., 2009).
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Figura 29. Espectro de infrarrojo obtenido a partir del extracto crudo de biosurfactante
producido por la cepa 1B de Pseudomonas aeruginosa.
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CONCLUSIONES Y RECOMEDACIONES

Considerando los resultados obtenidos en el presente estudio, se llego a las siguientes

conclusiones:

A partir de muestras de hidrocarburo obtenidas del campo Chicontepec fue posible el
aislamiento de consorcios microbianos aerobios productores de biosurfactante en dos

diferentes medios de cultivo que contienen melaza y glucosa como fuentes de carbono.

De los consorcios microbianos LCH1 y LCH3 se aislaron 6 cepas productoras de
biosurfactante en medio de cultivo PPGAS modificado con melaza como fuente de

carbono.

Las cepas aisladas 1A, 1B, 1C, 1D, 3A y 3C, son capaces de crecer en agar
Pseudomonas y Mac Conkey, producen hemolisis completa en agar sangre, metabolizan
todos los carbohidratos contenidos en las galerias APl 20 NE Biomeréux y tienen forma
bacilar de alrededor de 1 um de longitud. Los resultados del analisis mediante biologia
molecular confirman que la especie a la cual pertenecen todas las cepas aisladas es

Pseudomonas aeruginosa.

La cepa 1B comienza la produccion de biosurfactante a las 20 h de inoculacion en la fase
exponencial tardia a 40 °C 115 rpm y presenta un maximo de produccién en la fase

estacionaria a las 36 h.

Después de 48 h de incubacion de la cepa 1B en medio de cultivo PPGAS modificado, se
produjo un promedio de biosurfactante de 26 mg/L de medio de cultivo (determinada por
unidades de ramnosa), lo que indica una pobre produccién por lo que es conveniente
realizar una optimizacion del medio de cultivo para obtener la maxima producciéon de

biosurfactante.

El biosurfactante producido por la cepa 1B es capaz de reducir la tension superficial del
medio de cultivo PPGAS modificado de 60.6 mN/m a 39.9 mN/m lo que indica una
reduccion de alrededor el 33%. Esto indica que el producto si tiene la capacidad de

disminuir la tension superficial y que podria ser utilizado en los procesos ‘“in situ”, sin
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embargo, para llegar a este punto es necesario realizar evaluaciones de las
caracteristicas de los pozos a tratar, caracterizacion del hidrocarburo extraido de los
pozos, tipos de flujo del sistema, etc.

El biosurfactante producido por la cepa 1B es termoestable dentro del rango de
temperatura de 50 a 121°C y posee una CMC de 1 112.5 mg/L, valor que se encuentra
muy por arriba del rango establecido para biosurfactantes del tipo ramnolipidos (10 a 200
mg/L). En cuanto a la informacién que nos da la termoestabilidad, es posible indicar que el
biosurfactante podria introducirse dentro del pozo petrolero sin riesgo a que pudiera
degradarse y perder su efectividad.

El biosurfactante producido por la cepa de Pseudomonas aeruginosa mediante su
caracterizacion quimica por espectroscopia de Infrarrojo revel6 la presencia de los grupos
funcionales OH en el grupo carboxilo, C-H saturado formando parte de cadenas alifaticas,
enlace C-O proveniente de polisacaridos y enlace C-N formando parte de enlaces
peptidicos como contaminante. En este paso, es recomendable realizar una
caracterizacion quimica total del biosurfactante mediante Espectrometria de Masas en sus
modalidades Inyeccion directa, impacto electronico y FAB (Fast Atom Bomabardier) con el

fin de conocer la molécula completa del biosurfactante.
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