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Resumen

La goma xantano es utilizada en la industria hidrocarburifera para la extraccion terciaria del petréleo. En su
utilizacion en la cuenca del Golfo San Jorge, se observaron inconvenientes con la perdida de estructura del
gel que se forma. Se busco el agente causal de la perdida de estructura del gel. Se aislé e identifico a Bacillus
pumilus como la bacteria capaz de crecer utilizando la goma xantano como Unica fuente de carbono y energia,
modificando la viscosidad del gel y asi cambiando sus propiedades.
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Abstract

Xanthan gum is used in the oil industry for the tertiary extraction of petroleum. In its use in the basin of the Gulf
of San Jorge, there were problems with the loss of gum structure. Strain identified by Bacillus pumilus was
isolated from oil water industry and was grown in the medium with xanthan as carbon source. This change
modifies the viscosity of the gum and thus changing its properties.
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Introduccion

El xantano es un polimero de importancia industrial, pro-
ducido por Xanthomonas campestris. La composicién quimica
corresponde a un heteropolisacdrido cuya estructura primaria
consiste en pentasacdridos repetidos formados por dos unidades
de glucosa, dos unidades de manosa y una unidad de 4cido glu-
curdnico. Es una estructura compleja que puede ser atacada por
enzimas bacterianas (Chen etal. 2014, Liu etal. 2005, Yang et al.
2014). Uno de los usos de la goma xantano es en la industria pe-
trolera, en la recuperacién de la extraccion hidrocarburos ya que
con su inyeccién se busca desplazar el petrdleo del yacimiento,
incrementando el factor de recobro recuperacién. La preparacion
de la goma xantano para la recuperacién de hidrocarburos se
realiza con la utilizacién de agua de recuperacién secundaria, que
posee una carga bacteriana. Ademds, el agua contiene grandes
cantidades de sales disueltas que pueden alterar la viscosidad de
la goma xantano.

El objetivo de este trabajo fue reconocer las bacterias en aguas
provenientes de la industria petrolera con capacidad de utilizar
la goma xantano, identificar los géneros capaces de utilizar la
goma xantano en la muestra de agua de recuperacién de la
cuenca del Golfo San Jorge y conocer las curvas de disminucién
de viscosidad de la goma xantano.

Material y métodos

Aislamiento de cepas degradadoras de xantano.- Muestras
de agua provenientes de la industria petrolera para la formacién
de geles se colocaron, ImL en 9 mL del medio de cultivo mineral
mds xantano (g L-1: NaCl 5, K.PO, 1, KPO,H, 1, (NH,), SO,
1, MgSO, 0.2, KNO, 3, extracto de levadura 0.02 y agregado
de 1% de goma xantano). Se cultivaron durante una semana a
28 °C. De este resultado se realizé el aislamiento en el mismo
medio solidificado con agar-agar 15 g.

Identificacién.- La identificacién de las cepas seleccionadas se
realizé por FAMEs. La extraccién de los dcidos grasos de mem-
brana se realiz6 sobre 40 mg de bacterias comenzando con una
saponificacién con alcohol metilico-hidréxido de sodio-agua 150
mL: 45 g: 150 mL, seguida de una metilacién con 4cido clorhi-
drico 6 N y alcohol metilico, 325 mL: 275 mL, y a continuacién
una extraccién con n-hexano-metil terbutil éter (1:1) y lavado con
hidréxido de sodio-agua, 10.8 g — 900 mL (Hirtig et al. 2005).

Los 4cidos grasos se determinaron como metil ésteres por
cromatografia gaseosa, usando una columna capilar Ultra 2 de
25 m de longitud y 0.2 mm de didmetro. El andlisis se llevé a
cabo con un cromatdgrafo HP 6890 series II GC, inyeccién
‘splitless’; presién inicial 10 psi; programa de temperatura: 170
—288°Ca 28 °C/min, 288 — 310 °C a 60 °C/min, 1.5 min de
permanencia a 310 °C, detector por ionizacién de llama (Pucci
& Pucci 2006). La integracion de los picos se efectué mediante
HP 10.01 Chem Station, los 4cidos grasos fueron identificados
utilizando Sherlock 6.0 (MIDI Inc. Newark Del.) con el estdndar
Agilent ‘Calibration standards kit for the microbial identification
system’. La composicion en 4cidos grasos fue calculada como
porcentaje del drea de pico.

Experiencia de biodegradacidn.- Se utilizaron bioreactores
conteniendo 100 mL de medio de cultivo con xantano por tri-
plicado a los se incub6 a 28 °C en frascos color caramelo y con
el sistema respirométrico OxiTop® se determiné del consumo
de oxigeno.

Disminucién de la viscosidad.- La disminucién de la vis-
cosidad del medio de cultivo fue medido por la utilizacién del
viscosimetro Brookfield DV-E viscometer (Brockfield) at 25 + 1
°C con 1 minuto de rotacidn a diferentes velocidades utilizando
spindle S00 y SO1 a una concentracién del medio de 1.5 gr/L
utilizando comunidad degradadora de xantano.

Espectroscopia de Infrarrojo.- El andlisis espectroscépico
infrarrojo se realizé al medio de cultivo con xantano, al inicio y
al final de la experiencia, utilizando el equipo Varian, operados
en la ventana espectral de 400 24000 cm™ con 32 scans/muestra
con una resolucién de 4 cm™ (Su et al. 2003).

Resultados y discusion

En la basqueda de bacterias con capacidad de disminuir la
viscosidad del xantano, desarrollaron 8 cepas de las cuales la
que presenté mejor desarrollo y capacidad de disminucién de
la viscosidad fue una sola, identificada por la composicién de
sus dcidos grasos de membrana como Bacillus pumilus. La cepa
de B. pumilus fue cultivada en el medio que contenia la goma
xantano como tUnica fuente de carbono y energia, la viscosidad
del medio de cultivo decrecié y aumento la turbidez del medio
por el desarrollo de la bacteria que se volvia a recuperar en placa
de cultivo.

La determinacién del consumo de oxigeno (Fig. 1), indicé que
la goma xantano fue despolimerizada por enzimas que generarfa
el B. pumilus que posteriormente incorporaria y utilizarfa los
mondmeros producidos, la presencia de estas clases de enzimas
extracelulares fueron encontradas en otros géneros de Bacillus
(Cadmus et al. 1982) y resultados similares de cambio de visco-
sidad en los primeros 48 horas también fueron reportados por
Cellulomonas sp. (Liu et al. 2005), la degradacién enzimdtica
de la goma xantano libera azdcares que permiten desarrollar a
las bacterias (Cadmus 1989). La disminucién de la viscosidad
produce la perdida de funcionalidad de la goma por la que es
usada en la industria petrolera. Este cambio también se evidencié
en el espectro de IR con una modificacién de los picos a 3200
y 1400 cm™.

La actividad hidrolitica de B. pumilus seria el agente causal de
la perdida de estructura del gel lo cual generaria problemas en
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Figura 1. Disminucion de la viscosidad de la goma xantano y
el consumo de oxigeno por la presencia de Bacillus pumilus.
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Figura 2. Espectro de infarrojo de inicio y el final de la experiencia.

el uso de la goma xantano en la actividad petrolera de la cuenca

del Golfo San Jorge.
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