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Introduccioén

1. INTRODUCCION

La industria petrolera es una de las mas impoaeteMéxico debido a los niveles de
contribucién para la economia nacional; luego ergsnel pais requiere de grandes
volumenes de crudo, aumentando asi la demandamnyndigendo las reservas existentes.
La restitucion de las reservas puede lograrse denthneras: una es descubrir nuevos
yacimientos y otra es obtener la maxima cantidaglbpe de crudo de los yacimientos
explotados, donde generalmente queda, al menosdgOéeeite. Esta Ultima alternativa
considera recuperar una fraccion del aceite quagezce en los yacimientos después de
haber aplicado procesos de recuperacion primasecyndaria (Mufioz et al., 2007). La
recuperaciéon mejorada o terciaria se basa enilzaajdn de tecnologias que usan procesos
fisicoquimicos o bioldgicos con los cuales se lagaentener o aumentar la produccion de
aceite de los yacimientos y toman en cuenta lascpkridades geoldgicas, de fluidos,

petrograficas y otras del yacimiento en cuestion.

La recuperacion mejorada de hidrocarburo via miar@b Microbial Enhanced Qil
Recoveryo MEOR) tiene como fundamento el uso y aproveckatai de metabolitos
como gases, solventes y otros compuestos produgubos microorganismos para
incrementar la recuperacién de hidrocarburo (Bryd889). En el presente trabajo se
estudiaron microorganismos capaces de producicipemente CQy CH,, ya que estos
gases disminuyen la viscosidad del crudo, la tensit@rfacial y represurizan el pozo. Los
microorganismos productores de £OCH, se denominan fermentativos y metanogénicos

respectivamente y llevan a cabo su metabolism@ediciones anaerobias.

Para encontrar las condiciones bajo las cualesmimsoorganismos fermentativos y
metanogénicos presentaron un mayor crecimientoeaearon cinéticas de crecimiento
utilizando cultivos con combinaciones en la formsida del medio, temperatura y
atmosfera. Los efectos de estas condiciones sobreultivos se evaluaron a través de
ensayos microbioldgicos y fisicoquimicos, los csat® solo sirvieron para conocer la
caracteristicas morfolégicas de los microorganissio® también para cuantificar los

metabolitos producidos, especificamente biomasa,yGTH;.
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Una vez conocidas las condiciones mas adecuadasediniento de microorganismos
fermentativos y/o metanogénicos, se evalué el efa®l medio poroso sobre la
recuperacion de hidrocarburo en laboratorio; ya daeto la porosidad como la
permeabilidad son factores a considerar en laapéin de MEOR (Sayyouh et al., 1992).
El objetivo principal de un experimento de recupina a nivel laboratorio y/o planta
piloto, es evaluar el porcentaje de recuperaciéhidecarburo después de haber hecho
una recuperacion secundaria, simulando asi umast#EOR. En experimentos realizados
tanto a nivel laboratorio como en campo, se haenhd incrementos en la recuperacion
de crudo desde el 15% hasta el 30% (Wagner 693, Sayyouh et al., 1992).

En este trabajo se propone una formulacion de cmmgis que permiten un mejor
crecimiento de microorganismos fermentativos y/damegénicos provenientes de aceite
de un pozo petrolero. Asimismo, estudia la micrlalgia de dichos microorganismos a
través de su caracterizacién cinética asi como featoe sobre la recuperacion de

hidrocarburo a nivel laboratorio.



Justificacion y Objetivos

JUSTIFICACION

En nuestro pais la demanda de hidrocarburos seniecita constantemente, las reservas
disminuyen y la posibilidad de descubrir nuevosyantos es mas lejana; por lo que es
necesario desarrollar nuevas tecnologias para eemupel maximo posible de

hidrocarburos de un yacimiento y/o pozo.

La biotecnologia a través del uso de microorganssgio sus metabolitos es una buena
alternativa de recuperacion en yacimientos y/o pogoe hayan sido previamente

explotados (maduros o frios), ya que aporta taotm@mientos como antecedentes sobre
una tecnologia a través de la cual sea posibl@esauhidrocarburos de una manera eficaz

y rentable.

OBJETIVOS

Objetivo general

Conocer y determinar las condiciones necesariasipducir el crecimiento simultdneo de
microorganismos fermentativos y metanogénicos priewtes de muestras de aceite y
evaluar su efecto sobre la recuperacion de hidoacaren un medio poroso.

Objetivos especificos

Optimizar las condiciones y medios de cultivo p&aorecer el crecimiento y

produccion de metabolitos de bacterias fermentatvaetanogénicas.

Conocer los parametros cinéticos, tiempo de dupboa velocidad especifica de
crecimiento, constante de saturacion (Ks) y rerghmoi de cultivos fermentativos y

metanogeénicos.

Evaluar el efecto de los microorganismos con mayoduccion de metabolitos a

través de una prueba de recuperacibn en medio @ompsnivel laboratorio.
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Generalidades

2. GENERALIDADES

2.1. Yacimientos y métodos de recuperacion de hidrarburo.

Un yacimiento petrolero es una porcion de trampadggca que contiene hidrocarburos,
gue se comporta como un sistema hidraulicamentercaoriectado, y donde los

hidrocarburos se encuentran a temperatura y presdgradas ocupando los espacios
porosos (Figura 1) (SENER, 2003).

Para la extraccion del crudo contenido en un yamitoi se reconocen tres diferentes

etapas: recuperaciéon primaria, secundaria y/caeaci

La recuperacion primaria consiste en la extraccion del petréleo utilizandwamente la
energia natural disponible en los yacimientos pasplazar los fluidos a través de la roca

del yacimiento hacia los pozos productores (SENIDRS).

La recuperacién secundariaconsiste en el conjunto de técnicas de extracatcional
de petroleo aplicadas después de la recuperadibanm, tales como la inyeccion de agua
0 gas, con el propdsito de mantener la presidryagmiento y asi facilitar el flujo del
petréleo desde la roca en que se encuentra embkbda el pozo productor (SENER,
2008).

La recuperacion terciaria o mejoradaconsiste en la inyeccion de materiales, tales como
gases, solventes, polimeros y/o microorganismos, mpdifican el comportamiento
dinamico de los fluidos residentes. El objetivaresgorar la recuperacion del hidrocarburo
y obtener ain mas crudo del que se puede recyparanedio de recuperacion primaria o
secundaria (SENER, 2008).
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2.2. Recuperacion mejorada de hidrocarburo via miabiana

La recuperacion mejorada de hidrocarburo via miarah) MEOR por sus siglas en inglés
(Microbial Enhanced Oil Recoveryds una tecnologia de recuperacion terciara gbasse
en la utilizacion de distintos productos metabdjctales como biosurfactantes, gases,
polimeros, y solventes obtenidos de microorganistoosel propésito de facilitar la salida
del aceite a través de los poros de roca (Bryaait,e1989).

La aplicacion de MEOR en campo puede llevarse a aalaves de:

) Inducir selectivamente el crecimiento y la actiddametabdlica de
microorganismos (extremofilos 0 no) presentes sptzos y/o yacimientos.

i) Adicionar microorganismos exoégenos con actividadestabdlicas de interés
adaptados a las condiciones especificas de lomigatds.

1)) Aplicar productos microbianos: enzimas, biosurfaida y biopolimeros, entre
otros (Bryant, 1989).

De las aplicaciones mencionadas, la estimulacitatthea de microorganismos endégenos
representa una buena estrategia de aplicacion M&E@R ya que conociendo las

condiciones Optimas para estimular a los microasgaos enddgenos del yacimiento, se
evitaria la necesidad de inyeccion de productosamianos y/o de microorganismos

exdgenos los cuales podrian iniciar una competafeisobrevivencia con los enddégenos
teniendo como resultado una posible inhibicion deimiento de los microorganismos

inyectados provocando una disminucion en la efa#enle recuperacion (E.U. Pat. No.
4,905,761).

2.2.1. Mecanismo de aplicacién en campo
La tecnologia MEOR requiere un disefio especifiqeddiendo del tipo de yacimiento al

que pretende aplicarse, ya que ningun yacimient@us a otro (Van Hamme et al.,
2003).
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Para aplicar en campo la recuperacion via micrabia® requieren considerar los

siguientes puntos:

a) Las propiedades fisicoquimicas del reservoriongdd, pH, temperatura, presion
y disponibilidad de nutrientes (Khire y Khan, 1994)

b) La microbiologia del yacimiento, es decir, los ra@mganismos enddgenos que lo
habitan (Bryant, 1989).

C) Propiedades geoldgicas como: porosidad y profuddidh yacimiento; asi como el
tipo de sales o minerales que lo conforman, yaésgtas pueden afectar el crecimiento
microbiano (Bryant, 1989).

d) La heterogeneidad del yacimiento, debido a que Betees uniforme y cada
segmento de él presenta caracteristicas fisicdsjiags y geologicas distintas (Van
Hamme et al., 2003).

e) Viscosidad, densidad y °API del crudo que se poet@xtraer, con el fin de evaluar
los cambios fisicoquimicos que se presenten durantxtraccion del mismo (Bryant,
1989).

f) Factores econOmicos, es decir, si aplicar la tegialsera viable econémicamente
para el objetivo que se persigue (Jang et al.,)1984

Cada yacimiento presenta propiedades caractesistidabido a esto no hay un
procedimiento generalizado sobre la aplicacion &R, por lo que para tener éxito en su
aplicacidon en campo se requiere conocer la ecologieobiana del yacimiento para poder
manipular y estimular el crecimiento de los micgaorismos y/o la formacién de

bioproductos (Van Hamme et al., 2003).

2.3. Resefa histérica sobre la recuperacibn mejorad de hidrocarburos via

microbiana

La idea sobre la utilizacion de microorganismos $Uis bioproductos en procesos para
incrementar la recuperacion de hidrocarburos fuepymsta por Beckman en 1926
(Hitzman, 1983). A partir de ésto, el interés en@MEfue incrementandose gradualmente
con los experimentos que ZoBell llevd a cabo er6394947, los cuales dieron inicio a los

primeros estudios relacionados con la recuperatiéjorada de aceite via microbiana, ya

-6-



Generalidades

que en 1946 realizdé experimentos con dos bactprizgentes en una mezcla acuosa de
nutrientes; conocidas coniesulfovibriosp. y Clostridium sp., encontrando que éstas
producian gases, acidos organicos y surfactantesl987, descubrié la generacion de
biosurfactantes eBacillus lichteniformey la formacion de biopolimeros émuconostoc
mesenteroide&ZoBell, 1947).

En los 50°s algunas compafiias americanas realizavestigaciones para el avance de
MEOR; sin embargo dicha informacion solo se enatnatrdisponible a través de patentes,
por lo que el limitado acceso a la literatura sobretema representd un obstaculo
econdémico y tecnologico para el progreso en losidest de MEOR. La compafiia
neoyorquina Socony Mobil Oil Company, Inc., es yjgnplo de lo mencionado, ya que
ésta patenté en 1957 una técnica alternativa paectperacion de crudo, la cual consiste
en la inyeccion de microorganismos capaces de \&ghirbajo condiciones de yacimiento,
los cuales deben ser anaerobios facultativos @testr capaces de fermentar azlcares y
tener una produccién elevada de gases, llamantigdsss de fermentaciéon” refiriéndose
al CQ,, CH, e H.. En esta patente, se atribuye a los gases pradulgddisminucion de la
viscosidad del crudo asi como la disminucion deefesion interfacial entre el agua y el
crudo. También se sugiere que microorganismos deseherichia freundjiClostridium
butylicumy Bacillus polimyxason adecuados para realizar el mecanismo de raoife
que proponen (E.U. Pat. No. 2,807,570).

Posteriormente, a principios de los 70, la devafwmadel dolar trajo consigo una

disminucién del precio del petrdleo, que se pagabaldlares. Este hecho, sumado a la
guerra del Yom Kippur en medio oriente en 1973pta@mo consecuencia el aumento en
el precio del petroleo arabe y el embargo de enpéboleros a occidente por parte de la
Organizacion de los Paises Exportadores del PetAiigbes (OPEP) dando origen a una
crisis petrolera, la cual llevé a paises como Estadnidos, Canada, Gran Bretafa y
Alemania a buscar una independencia energéticagvaedo asi, el interés en las

tecnologias asistidas y mejoradas de recuperaeidddocarburo (Blinder, 1979).

Hacia el final de los afios 70’s, la estimulaciénpdeos individuales y el taponamiento
selectivo habian sido demostrados como aplicacifautibles de campo (Cobefias y Hogg,
1998).
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En 1983, Jang y colaboradores, trabajaron con cgg&acillus subtilis, Pseudomonas
putida y Clostridium acetobutylicuny determiné que estos microorganismos presentan
una aplicacion potencial para procesos de recuperacejorada de aceite argumentando
que el transporte de dichos microorganismos a drde€ medio poroso del yacimiento es
un criterio clave a considerar al realizar proce$EOR ya que el grado de penetracion
y movilidad que presenten las bacterias puede ibairtro afectar la recuperacion del

crudo.

En los 90°s, Moritis (1996) publico en el Oil & Gasurnal un informe indicando que de
1990 a 1996 mas de 2000 pozos recibieron trataosertn bacterias y hasta 1996 se
tenian reportados 400 proyectos activos en Estddmkos aplicando la tecnologia MEOR.

En conclusion, la investigacion ha dirigido susuesfos hacia el estudio de la
recuperacion terciaria dado que ésta representabuema alternativa para mejorar la
recuperacion del crudo, pues se ha comprobado apu@rbcesos denominados MEOR
crean una represurizacion del yacimiento y dismenuw viscosidad del crudo facilitando

su salida (Van Hamme et al., 2003).
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3. MICROBIOLOGIA Y BIOQUIMICA DE MEOR

3.1. Microorganismos que pueden mejorar la recupe@on de hidrocarburo

3.1.1. Microorganismos extremofilos

Un hébitat con caracteristicas extremas, como lanegacimiento petrolero, puede ser
colonizado por microorganismos con estrategias tateps particulares. Los
microorganismos extremofilos son aquellos capaeesatbrevivir y crecer en ambientes
considerados como hostiles para la mayoria de rngansmos vivos, siendo quiza una
forma de vida de las mas antiguas de la TierravéCIll990). Los microorganismos
extremos se han clasificado en 6 tipos diferentes ltase en el factor ambiental que
soportan (Madigan et al., 1999): termdfilos, pditws, bardfilos, halofilos, acidofilos y
alcaldfilos (Tabla 1). Los microorganismos extremodfde interés para esta propuesta son

principalmente los termdfilos, haléfilos y baréglo

Tabla 1. Clasificacion de extremdfilos con base en el faatobiental que soportan.
Fuente: Madigan et al., 1999

MICROORGANISMOS EXTREMOFILOS
FACTOR CLASIFICACION CARACTERISTICAS

Temperatura Psicrdfilo Temperatura de crecimier
entre 15y 19.9 °C

Termofilo e Hipertermofilo Temperatura descimientc
entre 45y 115 °C

pH Alcalofilo pH de crecimiento mayor a 9
Aciddfilo pH de crecimiento menor a 5
Salinidad Halofilo Requieren la presencia de

cloruro sédico, habitan en
ambientes muy salinos. (>20%
NacCl)

Presion Bardfilo Crecinaeinto a presiones ma
a 1 atm hasta 400 atm, habi
fuentes hidrotermales o en g

petroleros.
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Los microorganismos que se encuentran en los yewtos petroleros son en su mayoria

anaerobios facultativos o estrictos; asimismo samdfilos, halofilos y bardfilos.

Las condiciones de los yacimientos petroleros, ctartemperatura, varian en un amplio
intervalo: el gradiente de presién va de las 1.80xpsia/m a las 3.28x10 psia/m
dependiendo del area geografica, el pH puede sgled® hasta 10 y la concentracién de
sales en ellos es mayor que 10 % medido como Na@aik et al., 1989).

3.1.2. Microorganismos termaofilos
3.1.2.1. Termdfilos

Los microorganismos termdfilos crecen por encimalag 45°C hasta los 80 °C,
generalmente son procariontes e incluyen a lasobauierias, bacterias fotosintéticas,
bacterias de los géner@acillus y Clostridium bacterias &cido lacticasjycoplasma
Pseudomonay Actinomyces Metabolicamente, la mayoria de los termaofilos cmithos
son quimioorganoheteroétrofos, utilizan diferentesntes de carbono: azucares, peptonas,
algunas cepas son degradadoras de polimeros carelulasa y de hidrocarburos (Lacey,
1990; Hebert et Cood, 1986). Algunos de ellos sei@mtran en zonas volcanicas, sistemas

hidrotérmicos submarinos y yacimientos de petr@eanthon et al., 2005).

La temperatura de incubacion es un factor criticee cafecta el crecimiento de
microorganismos. La temperatura del pozo petralerdonde se tomé la muestra utilizada
en el presente trabajo fluctia entre 60°C y 809C Igptanto los microorganismos nativos

de dicho ambiente crecen en el intervalo de tetiagMadigan et al., 1999).
3.1.3. Microorganismos haléfilos

Los microorganismos haldfilos presentan crecimiepfiimo en medios con altas
concentraciones de sales, medidas como NaCl, qudestle un 3% hasta la saturacion. El
tipo de organismos en estos ambientes esta detatmipor pardmetros como salinidad,
composicién iénica y presion osmdética. (Rodriguedeya, 1988). Los microorganismos

haldfilos presentan un gran potencial para secagbis en procesos industriales ya que
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presentan grandes ventajas: faciles de crecer matgener en el laboratorio, producen

osmorreguladores y acumulan altas concentracionemes (Ventosa et Nieto, 1998).

Diversos microorganismos haldfilos han sido aistados cuales pertenecen a diferentes
géneros; dentro de los hal6filos moderados se aetramebacterias organotréficas de los
géneros Micrococccus, Pseudomonas, Bacillus, Vibrio, Alleomas, Acinetobacter,
Deleya, Marinomonas, Flavobacterium, Halomonas yoMiério. Los halofilos extremos
como los géneroblalobacterium, Haloarcula, Haloferax, Halococcusathdnobacterium
y Natronococcus, Natroniella, Acetohalobium, Halarwbacter y Oreniatodos ellos

qguimiorganotrofos (Ollivier et al., 1998).

Los yacimientos en general tienen una concentrasadima minima de 20 g/L medida
como NacCl, por lo que los microorganismos creceimgcen bajo condiciones de halofilia
(Przybulewska et Krompiewska, 2005). Asimismo, embigntes hipersalinos la
solubilidad de oxigeno es baja ya que la presateisales minerales reduce los espacios
intermoleculares disponibles para la disolucion deligeno dificultando asi su
disponibilidad para microorganismos aerobios y dabkmmo tiempo promoviendo el

crecimiento de microorganismos anaerobios haloftmsikoshi, 1996).

3.2. Crecimiento de microorganismos extremofilos econdiciones anaerobias

3.2.1. Requerimientos nutricionales

Un medio de cultivo debe contener los elementosorycentraciones necesarios para
propiciar el crecimiento de un grupo de microorgaras en particular o de una cepa en
especifico, ademas de suministrar energia paratiess de metabolitos y mantenimiento
celular. Los requerimientos nutricionales variansiderablemente dependiendo del grupo

de microorganismos que se trate, los requerimigggogQuintero-Ramirez, 1987):

Macronutrientesagregados en cantidades de gramos por litro sfae eepresentados por:
C,N,P, S, Ky Mg.

Micronutrientes o elementos trarepresentados por las sales de Mn, Fe, Ca, ZM\Mp,
Co.
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iii) Factores de crecimient@ue estan constituidos por componentes orgasiomsnistrados
en baja concentracion y de funcion metabdlica éBpac como vitaminas, algunos
aminoacidos, entre otros.

iv) Fuente de energia o sustratjue puede ser organica o inorganica.

La formulacién del medio de cultivo, su preparacigus condiciones de incubacion y las
caracteristicas de la muestra sirven para indli@regimiento de un grupo especifico de
microorganismos e inhibir el de otros. Las bactefermentativas obtienen energia de
sustratos organicos tales como glucosa y las mgeaicas de organicos como el acetato u
inorganicos como K+ CG, (Whitman et al., 1992). Otro requerimiento nutn@b esta

constituido por las fuentes de nitrégeno que puesiem de naturaleza inorganica u

organica.

Con el objeto de obtener la energia necesariaquaraetabolismo, los microorganismos
llevan a cabo procesos de biooxidacion, lo cuahit@ que hay transferencia de
electrones (Madigan et al., 1999). En los procedesfermentacion, las reacciones
bioquimicas de oxido-reduccién transfieren ele@dsom partir de sustratos organicos
(Gottschalk, 1986).

3.2.2. Atmosfera

La atmosfera mas apropiada para los sistemas dneedepende del tipo de metabolismo
que se pretenda favorecer. Para los microorganisgstostamente anaerobios la ausencia
de oxigeno de los medios de cultivo es esencislimi@roorganismos anaerobios pueden
desarrollarse en atmésferas con 5-10% géH 0% CQ y 80-90% de Mlibres o mezclas

de ellos (Sumnanen, 1993).

Algunos autores reportan la importancia deb@@I| H, como sustratos para la produccién
de metano (Paulo et al.,, 2003; Whitman et al., 198 embargo, en otros trabajos
utilizan una atmoésfera de ,NlLO, con buenos resultados (Takai et Horikoshi, 2000;
Yamaguchi et Minami, 1998).Las bacterias metanégenas, acetogénicas y las
fermentadoras se favorecen con la atmosfera I  en tanto que las metandgenas,

hidrogenotropicas y metilotropicas crecen en aterésfie H/CO, (Levett, 1991).
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3.3. Metabolismo fermentativo y metanogénico

Los microorganismos requieren principalmente de fuente de carbono, energia y
nutrientes para llevar a cabo su metabolismo yesolr en su habitat. A través de la
degradacion de diversos compuestos 0 sustratosmloorganismos dan origen a
bioproductos que pueden ser fuente de carbonongmi para otro grupo microbiano.
Los microorganismos existentes en los pozos pet®igguen diversas rutas metabdlicas
como la fermentacion y la metanogénesis a travdasdeuales se obtienen bioproductos
que incrementan la recuperacion del crudo y peanto hacen viable la aplicacion de una

tecnologia MEOR.
3.3.1. Bacterias Acetogénicas
Estas bacterias forman acido acético 6 acetato gooducto final de la fermentacion, el
cual utilizaran posteriormente las bacterias majénizas como fuente de carbono para
producir CQ como producto intermedio de su metabolismo. Exidistintas rutas que los
microorganismos pueden seguir para la fermentatgbmacetato, las cuales se describen a
continuacion (Gottschalk, 1986):
Al utilizar CO, como fuente de carbono g,le acuerdo con la siguiente ecuacion:
4 2CQ, ——>  CHCOOH + 2HO (1)

También por cada 4 moléculas dedOH y 2 de CQ, se originan 3 de GI€OOH.

4CEDH+2CQ —— 3CHCOOH + 2HO 2

Una GH120s puede ser degradada hasta obtener 3 moléculasddea&ético.

11,06 e 3GEOOH 3)
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Los microorganismos que llevan a cabo alguna de ridgs metabdlicas para la
fermentacion del acetato sorClostridium aceticum, C. thermoautotrophicum, C.
formicoaceticum, C. thermoaceticum, Acetobactenumodii, A. wieringae, Acetogenium

Kivui y Sporomusa sphareoidéSottschalk, 1986).

3.3.2. Bacterias Metanogénicas

La metanogénesis es una ruta metabolica en la pagiade un sustrato y de una serie de
reacciones subsecuentes se sintetiza €Hes llevada a cabo por bacterias llamadas
metanogénicasEste grupo microbiano es estrictamente anaerobimalyita tanto en
yacimientos petroleros como en sedimentos mari@ogtgchalk, 1986).

En la metanogénesis 0 sintesis del metano, el fGaye como aceptor de electrones y
compuestos como formato, metanol y acetato actGaro @lonadores de electrones. Este
proceso puede ser llevado a cabo a partir de difssesustratos y siguiendo distintas rutas;
sin embargo lo que interesa es conocerla a patiacktato como fuente de carbono ya
gue como se menciono en el punto 3.3.1. las bast&rmentativas producen acetato al
final de la fermentacion y éste, a su vez, puedam®vechado por las metanogénicas para
producir metano y/o diéxido de carbono, los cudlagorecen la recuperacién de
hidrocarburo. A continuacion se muestra la rutaegana partir de acetato (Gottschalk,
1986):

CECOOH —_— GH CO (4)

Para tener un mayor entendimiento de ésta rutasaqoiiesentan las reacciones a través de

los cuales se obtienen los productos finales (Gludtk, 1986):

CHCO-COA ———>  GH CO + CoA (5)
CO+# ————> CO,+2H (6)
CH+2H + ADP +Pi —————>  CH4+ATP )
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La metanogénesis con acetato como fuente de carlbontienza con éste unido a la
coenzima A, formando la acetil-coenzima A, teniendomo primeros productos
intermedios un metilo, mondxido de carbono, y sépdwse la coenzima A (5). En la
segunda etapa el agua oxida al CO (5) convirtiéndal CQ y liberando 2 protones'H
(6). En la ultima etapa el GHbbtenido en (5) utiliza 1 proton de los obtenidog6) y se
forma el metano, mientras que el otro proton dezatpara que se libere la molécula de
ATP que se observa en (7).De ésta manera se pbsdevar que por cada molécula de

acetato se obtiene una de metano.

Algunos microorganismos que llevan a cabo esta mgtabdlica sonMethanosarcina
barkeri, Methanosarcina mazei, Methanothrix soelmiiggy Methanopfianus limicola
(Gottschalk, 1986).

3.4. Metabolitos de interés para la recuperacion deidrocarburo

Los microorganismos producen compuestos los cuades, conjunto, mejoran la
recuperacion del aceite entrampado en las rocagsskaivorio después de una recuperacion
primaria y secundaria (Bryant et al., 1987). Enfsos compuestos se encuentran

biopolimeros, biosurfactantes, biosolventes, bi@yasiogases.

Biopolimeros:Sirven para provocar taponamientos zonalmentetsaleaon el proposito

de inducir el flujo hacia los pozos productores {idz et al., 2007).

Biosurfactantes Estos agentes tensoactivos reducen la tensi@nfanial agua/aceite,

también forman emulsiones que provocan la adhedidceite y finalmente actian sobre
las fuerzas capilares disminuyéndolas. Estos mswasi favorecen y facilitan la

movilidad del aceite (Mufioz et al., 2007).

Los compuestos biosurfactantes son eficientes eamyplio intervalo de condiciones de
aceite y yacimientos (Pines et al., 1983). Rapmlgpboradores reportaron en 1977 un
incremento hasta de 30% sobre la recuperacion deodairburos por efecto del
biosurfactante producido por la bacteria Nocardia rhodochrous.
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Biosolventes Los microorganismos producen alcoholes, cetonasidos organicos, que
tienen los siguientes efectos: disolucion de caatwsnde la roca madre, incremento de la
permeabilidad o capacidad de absorcion del yacimieaduccion de la tension interfacial
y disminucién de la viscosidad, mejorando, asi lavitidad del aceite (Mufoz et al.,
2007).

Produccion de biomasalos microorganismos se autopropagan y autodespldeatal
modo que pueden actuar como un tapén selectivdedas zonas del yacimiento para
inducir el flujo hacia el pozo productor, (Mufiozaét 2007).

El crecimiento microbiano ocurre con mayor frecugren las zonas del yacimiento con
mayor permeabilidad, teniendo un efecto positivolamecuperacién de hidrocarburo
(Raiders et al., 1989)

3.4.1. Biogas

La actividad metabolica de los microorganismos @mdiciones de yacimiento y funcion
de los aceptores finales de electrones disponipteduce gases como metano, nitrdgeno y
biéxido de carbono, los cuales producen efectos aygdan a una mejora en la

recuperaciéon de hidrocarburo (Mufioz et al., 2007).

La produccion de biogas (principalmente de,JCé€h el yacimiento incrementa la presion
del sistema, disminuye la viscosidad del crudo yoraeel flujo de éste a través de las
rocas del reservorio debido a su miscibilidad dotr@do en el reservorio (Almeida et al.,
2004), por lo que para algunos autores, es el mitalue mas favorece a la recuperacion
de hidrocarburo; sin embargo la produccion de cu@tgmetabolito en beneficio de
MEOR, depende no solo del microorganismo que ladymoa, sino también de las

caracteristicas del yacimiento tales como porosigedneabilidad, entre otras.
Kuznetsov y colaboradores (1963), encontraron bast@rovenientes de un yacimiento

soviético las cuales producian 2 g de,@©r dia por tonelada de roca, favoreciendo la

salida de crudo del reservorio.
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Reynolds y colaboradores (1989), utilizaron diféesrcepas d&.coli para experimentos
de recuperacién, evaluando la produccién de gaspeeentaban, y observaron que las
cepas que mostraron la mayor produccion de gassesmiaron un indice de penetracion al

medio poroso cinco veces mayor que aquellas capaeaprodujeron ningun gas.

3.4.1.1. Inyeccion de gas en recuperaciones mejsrae hidrocarburo

La utilizacion de gas o biogas en recuperacion radgpde crudo ha tenido éxito y en los
trabajos que se exponen a continuacion se obtuvimaremento en la produccion de

crudo; asimismo sus respectivos autores atribuyestmmmejora a la utilizaciéon del @O

En 2004, se realizaron recuperaciones secundariga@mientos de Dakota del Norte y
de acuerdo a los resultados obtenidos, se calag@e requirido una inyeccion de 7 a 8 mil
pies cubicos de CQOpor cada barril de crudo recuperado y reportaronfactor de
recuperacion del 8 al 11 % (Nelms y Burk, 2004).

Aizprua y Rodriguez. (2006), realizaron un simulag@ra evaluar el efecto de la
inyeccion de C@ en yacimientos de Espafia y concluyeron que, darlla cabo dicho

procedimiento, resultaria en un incremento de @nesi el yacimiento en casi 350 KPa, lo
cual junto con la miscibilidad del GOy el petrdleo, contribuiria al aumento de la

produccion de petroleo.

En 2008, PEMEX presentd un informe sobre la expei@eque han tenido en la utilizacion
de CQ para recuperacion mejorada de hidrocarburo y tapajue para dos yacimientos
probados utilizaron un promedio de 25 mil millomEs pies cubicos diarios (mmpcd) de
CO;, teniendo un incremento en el factor de recupenad&0.4 %; asimismo reportan una
produccion anual de 889 barriles de petréleo diaftipd) atribuible a la inyeccién de gas
(Sanchez et al., 2008).
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4. CINETICA

En microbiologia, la cinética comprende el estutiiola respuesta de crecimiento o de
inhibicion de los microorganismos en funcién detdees que le afectan como son:
temperatura, pH, concentracion de nutrientes, eotres. De los parametros mas
importantes a determinar en una cinética estamieelpo de duplicacion, la velocidad
especifica de crecimiento y la constante de satura@ que a través de ellos, se puede
conocer el tiempo que tardan en reproducirse, hdéidzd de metabolitos producidos asi
como la afinidad que tienen por el sustrato delimed el que se encuentran (Mufioz et
al., 2007).

4.1. Crecimiento microbiano

El cultivo microbiano pasa tipicamente por cuatasets de crecimiento, distintas y
secuenciales (Figura 1): la fase de latencia 6tad@m, la fase log (también llamada
logaritmica 6 exponencial), la fase estacionafia fiase de muerte. La fase log tiene lugar
casi siempre cuando las células estan en un araetfi@mrable, pero no puede continuar
indefinidamente. Aunque no se produce un aumerttodeela masa del cultivo durante la
fase estacionaria, la composicién celular cambanda el cultivo pasa a esta fase. Las
células se hacen mas pequefas y comienzan azantetimponentes que les ayudan a

sobrevivir, sin crecer, durante largos periodosedepo (Ronald, 1996).

Fose
egldcimnaria

Muygrte
Fuse celular

exporencal

da celulas wiables

g nUmero

TIEmpD ——

Figura 1. Fases de crecimiento microbiano: adaptacion, expmal, estacionaria y
muerte.
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4.1.1. Ecuacion de Monod

Cuando el crecimiento del cultivo microbiano estaithdo por la cantidad inicial de

sustrato, la curva de crecimiento puede expresamséérminos de los parametros de
crecimiento. La ecuacion de Monod (8) describeelacion entre la velocidad especifica
de crecimiento microbianoy) y la concentracion de un sustrato, como por ejempl

glucosa (Quintero-Ramirez, 1987):

(8)

= umax
H=H K,+S

Donde:

pumax = velocidad especifica maxima de crecimiento
S = Concentracion del sustrato

Ks = Concentracion de sustrato cuando p = 0.5 m

La constante Ks indica la afinidad del microorgamispor cierto sustrato, cuanto mas
pequefio sea el valor de Ks mayor sera la afinigdd #acteria por el sustrato. El valor de
K aumenta en funcion de la concentracion del sodtasta cierta concentracion en la cual

se estabiliza (Quintero-Ramirez, 1987).

4.1.2. Tiempo de duplicacion

El tiempo de duplicacion, es el periodo que regumelas células de una poblacidén
microbiana para crecer, dividirse y dar lugar a m@svas células por cada una de las que
existian anteriormente. El tiempo de duplicacion awoximadamente, el mismo para
todas las células de una determinada poblacion.c@pbia hasta que se agotan los
nutrientes o comienzan a acumularse los productembalicos téxicos. El tiempo de
duplicacion varia dependiendo de la especie miangbiy de las condiciones de

crecimiento de la poblacion (Madigan et al., 1999).
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5. EFECTO DEL MEDIO POROSO SOBRE MEOR

Antes de aplicar en campo una tecnologia como MESRgcesario realizar experimentos
a pequefia escala ya sea a nivel laboratorio y/otgplpiloto, esto con el objeto de
visualizar tanto las ventajas como las desventpjasse obtendrian si se aplicara a mayor

escala (Sayyouh, 2002).

Para realizar dichos experimentos se requiere temauenta las caracteristicas geologicas
de los yacimientos petroleros; por lo que, paraiceste aspecto, es necesario un medio
poroso, el cual puede ser un ndcleo artificial ogtanulado que simule a la roca (s) que

constituye (n) el reservorio (Sayyouh, 2002).

5.1. Ndcleos artificiales y granulados

Un nucleo es una muestra cilindrica de roca tomdelaun yacimiento durante su
perforacion con el fin de determinar su porosidaekmeabilidad y otras propiedades

asociadas a la productividad de recuperacion dd@losario Pemex.com).

A nivel laboratorio y/o planta piloto se utilizamigleos artificiales los cuales son nucleos
compuestos por arenas artificiales con caracteasgemejantes a una roca de yacimiento.
También pueden utilizarse granulados cuya Uniaxelitia con los nucleos artificiales es
la geometria ya que la presentaciéon de un nulcledliesirica y la de un granulado es,

como su nombre lo indica, en granulos y/o polvip(htvww.cbh.org.bo).

Algunas arenas que conforman los granulados y osiden berea y calcita. La berea esta
compuesta de oxidos de silicio, aluminio, fierragmnesio y calcio; por otro lado la calcita
es Unicamente carbonato de calcio (Wagner et 8P3)1 Estos minerales han sido
utilizados en experimentos de recuperacion debidgua sus propiedades fisicas
(permeabilidad, porosidad, densidad, tamafio de) poro adecuadas y semejantes a las de
algunos yacimientos ya que para simular un prockseecuperacion en laboratorio o
planta piloto debe considerarse la geologia detrvesio en estudio para elegir la(s)

arena(s) indicadas (http://www.bereasandstonecomes.
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5.2. Experimentos de recuperacion utilizando nucleoartificiales y granulados

Experimentos de recuperacion mejorada via micrab&nivel laboratorio han reportado
la utilizacion de nucleos, cuya composicion se a&j&ra la de las rocas existentes en los

yacimientos petroleros, obteniendo buenos residtadda recuperacion de aceite.

Torbati y colaboradores (1986) determinaron el feonde los poros de un nucleo tipo
berea empleandolo en un experimento de recupera@dmicrobiana. Al inicio, los poros
del ndcleo median entre 59 y fifh; posteriormente inyectaron microorganismos y medi
con el objeto de inducir actividad microbiana. &kmino del experimento, midieron
nuevamente el tamafio de los poros del nlcleo aacmtt que estos median de 20 a 38
pum, concluyendo que las zonas con mayor permeathilidaron obstruidas por los
microorganismos y/o sus metabolitos formando taposedectivos a través del ndcleo
facilitando la salida del crudo. Los autores atydua este efecto el incremento del 10%

gue obtuvieron en la recuperaciéon de aceite.

Wagner y colaboradores (1993) realizaron un exparimmde recuperacion en laboratorio
con el objeto de aplicar un proceso de MEOR enaamyiento del campo Romashkino en
Rusia. El estudio se llevé a cabo a una tempera®r20°C y con una concentracion de
NaCl de 30 g/L ya que estas eran las condiciondsydeimiento principalmente
consideradas por los autores. Como medio porosizanbn un ndcleo compuesto de
calcita en un 90-98% saturado con crudo provenigete/acimiento. En la primera parte
inyectaron agua en el nucleo con el objeto de simuha recuperacion secundaria
teniendo como resultado una recuperacion del 20Pccidelo inicial. Posteriormente
iniciaron la recuperacion via microbiana e inyemtaal nicleo una solucién nutritiva de
melaza con cepas d€lostridium thyrobutyricumlas cuales presentaron actividad
microbiana generando metabolitos como metanoloktaibutanol; asimismo los autores
reportaron un aumento de presion de 50 kPa a 8 &fPal sistema, asi como una
disminucién en la viscosidad del crudo a la salPar Ultimo y después de 70 dias de
tratamiento microbiano se obtuvo un incrementoaeretuperacion de crudo de 29 a 33%

respecto al aceite contenido en el nucleo iniciatae
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Yakimov y colaboradores (1997) trabajaron con lgacBPN29 deBacillus licheniformis
proveniente de crudos de la region norte de Alemanirealizaron experimentos de
recuperacion utilizandaucleos artificiales de areniscas a una temperatera0°C, una
concentracion al 12% de NaCl y una presion de PaNDurante el estudio inyectaron un
cultivo de la cepa BPN29 en crecimiento exponen(alld® células/mL) con medio
minimo compuesto de sales minerales y sacarosa fuante de carbono a un flujo de 2.5
mL/min. El resultado de estos tratamientos fue Iadpccidon de biopolimeros,
biosurfactantes, alcoholes y &acidos atribuyendostoseel aumento obtenido en la

recuperacion de aceite desde 9 hasta 22%.

Entre los experimentos mas recientes, se encuantraealizado por Lal y colaboradores
(2007), en el cual utilizaron nacleos de bereaworl9 % de porosidad; en cuanto a las
condiciones, dicho experimento se llevo a cabo “€ durante 21 dias, con un flujo de
inyeccion de 20 mL/hora, asimismo la recuperaci@omada se realiz6 a través de un
consorcio de microorganismos termo-barofilicos.di&mo trabajo, los autores reportaron

una mejora en la recuperacion del 9 % y una reegeT del 21 % del aceite residual.
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6. MATERIALES Y METODOS

Para el desarrollo del presente trabajo se utdtaite proveniente del campo petrolero de
Chicontepec en Veracruz. La eleccion del pozo noeracio se determind con base en un
estudio previo donde 19 muestras de aceite, demmisampo, fueron cultivadas,
incubadas y monitoreadas para conocer el crecimgimicroorganismos y su capacidad
de produccién de metabolitos (gases y biosurfagsantLos mejores resultados se
obtuvieron con los cultivos de las muestras deteckl pozo mencionado con 19.55° API
(Muioz et al., 2007).

6.1. Composicion del Indculo

El in6culo utilizado en este trabajo provino de unazcla de cultivos desarrollados

previamente con muestras de aceite del pozo meauoikl indculo se compone de:

Un cultivo metanogénico incubado a 70°C con atmasfe H/CO..

Un cultivo fermentativo incubado a 80°C con atmizsfie N/CO.,.

Un preindculo el cual se prepard adicionando 5 mlackite del pozo de interés en
100 mL de medio mineral basal y se incub6 durard&ag a 60° C y 115 rpm, esto se hizo
con el fin de favorecer la migracion de microorgams de la fase aceitosa a la fase
acuosa. La fase liquida es la que se utilizo peaeuilar.
La proporcion de la mezcla de los cultivos y preild mencionados fue 1:2:2 hasta

alcanzar un volumen final 1.5 mL.

6.2. Medios de Cultivo

6.2.1. Medio Base

Las bacterias anaerobias requieren de un conjuntwttientes en comun, los cuales son

adicionados al medio con diferentes reactivos emautraciones especificas. Este medio

se denominamedio basey sirve para el crecimiento de cualquier microarg@ao

anaerobio, la composicion de este medio se muesra la Tabla 2.
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Tabla 2. Reactivos y concentraciones detdio basgpara anaerobios (Mufioz et al., 2007)

Compuesto Formula Concentracion
(g/L)

Cloruro de sodio NaCl 25
Cloruro de amonio NH4CI 0.250
Fosfato de potasio monobasico D, 0
Fosfato de potasio dibasico JHPO, 0.140
Cloruro de magnesio hexahidratado MgCl,6H,0O 1.0
Cloruro de calcio dihidratado CaCbl2H,0 0.140
Cloruro de potasio KCI 0.335
Cloruro de niquel hexahidratado NiCl,6H,0 0.025
Selenita de sodio pentahidratado  Na,SeQ[5H,0 0.0003
Extracto de levadura 2.0
Triptona peptona 2.0
Oligoelementos de Balch (anexo 2) 10 (mL/L)
Cisteina-HClI 0.5
Resarzurina 0.1% 1 (mL/L)

6.2.1.1. Fuente de carbono

La fuente de carbono utilizada fue melaza ya qdemas de ser econdmica, cerca del 50%
de su composicion son azlcares altamente dispenfidea el crecimiento microbiano
(Boopathy, 2002).

Se realizé una solucion de melaza con una concgitrale 100 g/L, por lo que para su
preparacion se agregaron 10 g de melaza a un fsasotbgico de 125 mL y 100 mL de
agua anoxica adicionada bajo flujo de. NEl frasco fue tapado, sellado y agitado
manualmente hasta la completa disolucién de lazaelRosteriormente se esterilizd en
autoclave por 15 min a 121°C y 15 Ib/pylgara finalmente hacer cambio de atmdsfera
con N/CO, (Mufioz et al., 2007).

6.2.2. Optimizacién de medios de cultivo
Para favorecer el crecimiento simultaneo de basdarmentadoras y metandgenicas, se
propusieron tres medios con algunas modificaciofess,cuales sirven para evaluar y

economizar la formulacién del medio de cultivo pofalmente utilizable en campo. A

continuacion se describen las opciones propuestas:
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i) Medio 1 (M1) Medio constituido de medio basal segun la Tabladhicién de
oligoelementos (Anexo 2) y vitaminas de Balch (AmeX). El niquel y selenita
(Tabla 2) fueron adicionados para completar lomefgos necesarios para inducir
el crecimiento del grupo metanogénico (Ronald, 1.986mo fuente de carbono se

utilizé melaza 10 g/L.

i) Medio 2 (M2) Medio constituido de medio basal modificado seganmabla 2,
excepto la adicion de vitaminas de Balch, niqusélgnita. Se adicionaron 10 g/L
de melaza. La melaza ademas de azucares contiemerafes y vitaminas
(Quintero-Ramirez, 1987, Curtin, 1983) por lo taptede fungir como fuente de
carbono y sustituir a la solucion de vitaminas dé&B.

iii) Medio 3 (M3)Medio constituido de medio basal modificado selglihabla 2, con
10 g/L de melaza, solucion de oligoelementos delBéhnexo 2) y vitaminas
comerciales en lugar de vitaminas grado reactivaltdepureza. Las vitaminas se
adicionaron en forma de una capsula de BIOMETRIXIpm de medio (Anexo
4).

6.3. Evaluacion de la formulacion de los medios deultivo y de las condiciones de
crecimiento para evidenciar la presencia de micro@anismos fermentativos y/o

metanogénicos y sus metabolitos.

Para la evaluacion de la formulaciéon de los mediescultivo y seleccion de las
condiciones de crecimiento bajo las cuales los aoniganismos presentaron mayor
crecimiento asi como mayor produccién de metalmlge realizaron analisis cualitativos
como la observacién microscépica de preparacioneBesco y de tinciones de Gram.
Asimismo se llevaron a cabo los métodos espectiétricos de Bradford para
cuantificar proteina (Bradford,1976) vy el del fesolfurico (Dubois, 1956) para
determinar el consumo de azucares reductores; éand® cuantifico la produccion de
diéxido de carbono y metano a través de un cromafdgle gases con detector de

conductividad térmica.
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6.3.1. Plan general de la experimentacion

Para promover el crecimiento microbiano de bacdeéamentativas y metanogénicas se
llevaron a cabo 12 tratamientos diferentes con @@ices cada uno, modificando las
condiciones de temperatura, atmosfera y composm#medio (Tabla 3). EI monitoreo
de dichos tratamientos consistié en tomar 1.5 mindestra cada 0, 6, 12, 19, 26, 33y 40
dias en condiciones de esterilidad (campana de ltnjinar, mechero, jeringa y guantes).

Los cultivos se agitaron manualmente durante 16rakgs una vez al dia.

Tabla 3. Plan general de la experimentacion para promovaeelmiento simultaneo de

microorganismos fermentativos y metanogénicos.

*Tratamientc Medio Temperatura de Atmosfera Volumen de

incubacion (°C) (80/20) muestra para

monitoreo (mL
1 1 70 N/CO;, 15
2 1 70 H/CO, 15
3 1 80 N/CO;, 15
4 1 80 H/CO, 15
5 2 70 N/CO;, 15
6 2 70 H/CO, 15
7 2 80 N/CO;, 15
8 2 80 H/CO, 15
9 3 70 N/CO;, 15
10 3 70 H/ICO, 15
11 3 80 N/CO, 15
12 3 80 H/ICO, 15

*Cada tratamiento se realiz6 por triplicado

En cada tratamiento se utilizaron botellas serobyde 125 mL adicionadas de 40 mL de
medio de cultivo (M1, M2, M3), 1 mL del in6culo cpmesto por microorganismos
metanogénicos y fermentativos, mas 1 mL del ace@ggy en condiciones de esterilidad:
dentro de una campana de flujo laminar, con un srecBunsen para crear area estéril asi
como el uso de guantes para evitar posible contandn. Posteriormente se intercambié
la atmésfera de las botellas (durante 13 min) ecenmezcla de MCO; (80/20) 6 H/CO,
(80/20) y finalmente se incubaron a 70°C y 80°Gpeetivamente, tal como se indica en la
Figura 2 (Mufioz et al., 2007).
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Intercambao de
atmésfera
MACO) &
(HCOy)

NN N |

40mL 1mL de 1mL de F0OC & BORC

medio de inéculo aceite
PR— .
N Determinaciones
— analiticas
Botella [S——

cultivo
seroldgicy

QL1M2 6
M3

Figura 2. Procedimiento para promover el crecimiento de noigganismos fermentativos

y metanogénicos.
6.3.2. Observacion microscopica

Los cultivos fueron analizados cualitativamenteagapconfirmar si la turbiedad era debida
a la presencia de microorganismos se realizo a caltigso un analisis microscépico de
preparaciones en fresco observadas con microsdepiantraste de fases. Se tomaron 20
ul de los cultivos en condiciones estériles con jammga estéril purgada con,Nbara
evitar introducir Q dentro de la botella al momento de tomar la maesin observacion
de la muestra se realizé en el microscopio de astgtrde fases con aceite de inmersion y
el objetivo de 100X (Lorch et al.,, 1995). La ewlidn presuntiva de la presencia de
microorganismos se realizé bajo el criterio de alamcia relativa, el cual se describe a

continuacion.

Tabla 4. Evaluacién de turbiedad como abundancia relativa

Turbiedad observada Abundancia relativa

Muy poco +
Poco ++
Regular +4++
Abundante 4
Muy Abundante 4+
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6.3.3. Tincion de Gram

A las muestras con presencia regular y abundanteict®organismos, se les realiz6 una
tincion de Gram para determinar su Gram y la mogia presente. La toma de muestra se
realizd de la misma manera que en el procedimianterior y se prepard un frotis
bacteriano, se fijé al calor y se procedi6 a laifin colocando sobre el frotis los siguientes
colorantes, en orden y con el tiempo indicado:tarigioleta (1 min), lugol (1 min),
alcohol-acetona (30 seg) y safranina (1 min). Feglte, se dejan secar las muestras a

temperatura ambiente y se observan en el micrasdémpico (Lorch et al., 1995)

6.3.4. Cuantificaciéon de proteinas por el métodadsord

El efecto de las condiciones de cultivo sobre lalgmdn microbiana pueden ser evaluadas
con base en la medida de la cantidad de célulaspguaanecen o se producen en el
sistema a través del tiempo de experimentacion g apcién para llevar a cabo tal
cuantificacion es el analisis de proteina en étsia ya que a través de éste, en el presente
trabajo, se pudo evidenciar la presencia de bionpasducida por microorganismos
fermentativos y/o metanogénicos. De esta manecaesga con un parametro para evaluar
las mejores condiciones de cultivo sobre la poblaanicrobiana (Quintero-Ramirez,
1987).

La determinacién de biomasa se llevé cabo medlantaantificacion espectrofotométrica
de proteina basada en el método de Bradford, arilia la técnica de azul de Coomassie
(Bradford, 1976). Para realizar esta determinacpsimero se prepararon las muestras
realizandoles 3 lavados con solucién salina al%.85cada una con el objeto de precipitar
los compuestos proteicos contenidos en las muefiné®e cada lavado se centrifugaron a
10,000 rpm, después se procedio a hidrolizarlasceodo en tubos de ensayo 30Qle
muestra con 1.2 mL de solucion salina 0.85% y 1L.5dmuna solucion NaOH 0.1 N. Las
muestras se agitaron y sometieron a bafio Mariantturh hora a una temperatura
promedio de 85°C. Al terminar, se tomaron 0.5 mLcde€a muestra hidrolizada, se
adicionaron 0.5 mL del reactivo azul de CoomasEabla 4), se agitaron en vortex, y la
lectura se realizé en un periodo no mayor a 30 tagutilizando un espectrofotometro de
UV-visible a 620 nm.
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Tabla 5. Reactivos para la preparacion de azul de Coomassie

Reactivo Cantidad

Azul brillante G250 (0.66%) 100 mg
) Etanol 95% 50 mL
Acido fosforico 85% p/v 100 mL

Diluir y aforara 1 L

El calculo de proteina se realizo utilizando unvaypatron de Albumina de Suero Bovino
(BSA). La curva patron de BSA se realiza con cotreeiones de 5 a 30 mg/L. A
diferencia de las muestras, la BSA no es sometidaageso de hidrolisis (Bradford,
1976).

6.3.5. Cuantificacion de gases para determinar tadpiccion de dioxido de carbono y

metano

Los microorganismos utilizados en este trabajo taurenon un metabolismo fermentativo
y/o metanogénico de tal manera que producep YCOH, los cuales son cuantificables a
través de una cromatografia de gases utilizandramatografo de gases con detector de
conductividad térmica equipado con una columna (AJRhelio grado ultra-altapureza
(UAP), metano al 99%. Para la toma de muestra, ayarda de una jeringa y aguja
hipodérmicas, se extrajo un volumen de gas de Q.8ehespacio de cabeza de la botella
y se inyect6 directamente al cromatégrafo. La ioj@cde la muestra es en forma manual

y las condiciones del equipo fueron las siguieMes$ipz et al., 2007):

. Temperatura de la columna 25 °C

. Temperatura del detector 45 °C

. Temperatura del inyector 100 °C

. Gas acarreador: helio a un flujo de 60 mL Thin
. Corriente: 125 mV

. Volumen de muestra inyectada: 0.5 mL

Previamente a la inyeccidon de muestra, se realim eurva patron de los gases a
cuantificar de acuerdo con su tiempo de retend@@jo las condiciones del cromatografo
utilizado estos tiempos son: 1 min para eLCIO6 min para el € 1.9 min para el Ny 3.5

minutos para el CiH(Figura 3).
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Cabe mencionar que se cuantificaron gases comigerm ya que éste es un parametro
que permitid evidenciar una posible contaminaciéh sistema ya que el cultivo debia
desarrollarse en condiciones anaerobias. Tambi€uagifica el nitrdgeno debido a que

esta inmerso en las muestras a las que se lesdrealicambio de atmosfera.

Utilizando el software CHROMPERFECT 2.0 se obtulvarea de cada pico (en %) de las
muestras inyectadas. Por ultimo se calcularon lotesnde CH y CO; aplicando la
ecuacion de los gases:

PV = nRT (8)

Despejando n =PV/RT (9)

Nota: Para el calculo de moles de £€& restd la concentracion del gas con la que se
realizé el intercambio de atmdsfera en cada trataini

Pico de inyeccidn
Hitrdgeno
Diduido de
cathono Iletatio
Z
= ' Dxigenio
. \
| |
M_____Flll____,lL_‘,_J\-.____ﬂ_____ __.J _
. I I I B R
oo 1.0 15 1%

Tiempo de retencidn (i)

Figura 3. Cromatograma patron de gases cuantificados condoese tiempo de retencion
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6.3.6. Cuantificacion de azucares para conocemoelstimo de la fuente de carbono

Todo microorganismo requiere de un sustrato pavduymir sus metabolitos, por lo que
para cuantificar el sustrato consumido se llevaleoel método de fenol-sulfurico (Dubois
et al., 1956) realizando una valoracion colorineétde hidratos de carbono, utilizando una

curva patrén (0 a 100 mg/L) de glucosa (Tabla 6).

Tabla 6. Curva patrén de glucosa

Solucion de Glucosi  H,O Fenol H,SO, Concentracion
(100 ug mcY destilada (mL) (mL) de Glucosa
(mL) (mL) (ug LY
0 1.0 1 5 0
0.2 0.8 1 5 20
0.4 0.6 1 5 40
0.6 0.4 1 5 60
0.8 0.2 1 5 80
1.0 0 1 5 100

Cada muestra se centrifugd a 10,000 rpm por 15tesnge tomd 1 mL del sobrenadante
en un tubo de ensaye. Posteriormente a cada tubaadeion6 1 mL de solucién de fenol
al 5%, 5 mL de K5O, concentrado y se agitaron en vortex. Se dejaq@ose 5 minutos y

se realizo la lectura en un espectrofotometro Witdle a 490 nm.

Es importante sefialar que a partir del sobrenaddatéos cultivos, se deben realizar
diluciones (dependiendo la concentracion inicial aiicares adicionada al medio de
cultivo) hasta encontrar la dilucion adecuada, endéd los valores de absorbancia se

encuentren dentro del intervalo de la curva patrén.

6.4. Determinacion de parametros cinéticos

Después de realizar las determinaciones analifi@aa evidenciar la presencia de
microorganismos fermentativos y metanogénicos ashoc de sus metabolitos, se
seleccionaron las condiciones de crecimiento (mddicultivo, temperatura y atmosfera)
en las cuales se presentd la mayor producciénateipa asi como de biogas. Bajo estas

condiciones se determinaron los siguientes parémetinéticos: Ks, tiempo de

-31-



Materiales y Métodos

duplicacion, produccion especifica y velocidad méide produccion, con el objeto de

caracterizar el cultivo cinéticamente.

6.4.1. Evaluacion de distintas concentracionesud#rato

Para la determinacién de los parametros cinétictesanencionados se evaluaron distintas
concentraciones de melaza: 0.21, 0.42, 0.83, 63,y12.5 g/L con el fin de poder realizar
los célculos pertinentes. Estas cinéticas fueronitm@adas cada 0, 50, 100, 150 y 250
horas; los métodos analiticos utilizados para laluacion de crecimiento microbiano
fueron: la determinacion de proteina por el mémel®radford, la cuantificacion de biogas
por cromatografia de gases y la cuantificacionzleaes para conocer el consumo de la

fuente de carbono.

6.5. Experimento de recuperacion via microbiana uizando una columna empacada

El experimento de recuperacion mejorada via miartabise llevo a cabo en una columna
de vidrio, empacada con granulado de berea y skucan hidrocarburo. Antes de
empacarla, el granulado fue pasado por tamiceswatelero 40 y 50 con el objeto de
utilizar un polvo mas fino para facilitar la satién del granulado. La columna (2.5 cm x
22.5 cm) tiene una entrada en la parte inferiordomde se inyecta el medio de cultivo o la
salmuera a través de una bomba peristaltica (8 ynLina salida en la parte superior la
cual esta conectada a una botella serolégica asrde la cual fue medido el volumen de
gas producido en el sistema. Asimismo tiene unaug@on volumétrica en la parte
cilindrica de ésta la cual permitira visualizar recuperacion del crudo dentro de la
columna (Figura 4). La columna fue empacada cong5de berea, saturada con

hidrocarburo, mantenida a 70°C y una atmosfera#e® durante 10 dias.

Con el objeto de simular una recuperacion secumdae bombed una solucién de
salmuera al 25% hasta que ya no saliera hidrocadrifa columna. Subsecuentemente, se
inocul6 con el consorcio seleccionado previamenge walimenté con el medio de cultivo
gue tenia melaza como fuente de carbono. Duraxi@s8de incubacién se cuantificé el
volumen de gas producido con cromatografia de gasamismo se recuperd y midio el

hidrocarburo desplazado en la parte superior delianna.
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Figura 4. Columna empacada para el experimento de recupara@jorada via
microbiana (1) Alimentacion del sistema (salmuera 6 medio deva)tt(2) bomba
peristéltica con flujo de 8 mL/it3) columna graduada empacada con berea saturada de
hidrocarburo y(4) colector de biogas producido en el sistema.
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7.RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Evaluacion de la formulacion de los medios deultivo y de las condiciones de
crecimiento para evidenciar la presencia de micro@anismos fermentativos y/o

metanogénicos y sus metabolitos.

7.1.1 Observacion microscopica de los cultivos ana@s

Zobell en los afios 40 demostro la existencia dgpobéacion microbiana rica y variada en
aguas producidas en los pozos petroleros (Bryaait,e987). Sin embargo, los ambientes
presentes en los yacimientos fueron consideradospoho tiempo hostiles e inhospitos
para el crecimiento microbiano debido a las akkagperaturas, presiones y salinidades. Por
el contrario, ciertos estudios han demostrado ilstencia de microorganismos que habitan
en el subsuelo, los cuales pueden crecer a terapesdiasta de 125°C, pH de 1 a 11, en
presencia 0 ausencia de oxigeno asi como a saléesdaasta del 30% (Bass et Lappin-
Scott, 1997).

Con el fin de observar cualitativamente el creciidede las muestras estudiadas, se
realizd una observacion microscépica para evaluprdsencia de microorganismos bajo el
criterio de abundancia relativa. Dicha evaluaci@msistio en marcar con cruces la

densidad de microorganismos observada en cadaeuaa distintas muestras (Figura 5).

70°C, N/CO, 80°C, N/CO, 70°C, H/CO, | 80°C, H/ICO,

M1 M3 M1 M2

0 + + + + + + + + + + + +

6 ++++ | e+t ++++ |+ | | |t +++ ++++ +++ | |
12 +++ ++ ++ ++ + + +++ + + + ++ +
19 +++ ++++ +++ + + + + + +++ + ++ +
26 ++ +++ ++ + + + ++ +++ ++ + + +
33 +++ ++ ++ + + + + + + + + +
40 ++ ++ ++++ | ++ +++ |+ +++ ++ + + + +

Figura 5. Abundancia relativa de microorganismos en 3 difia® medios incubados a 70°
y 80° C y en atmdsferas de/f0,y H,/CO,. Abundancia relativa: muy abundante(5+),
abundante(4+), regular(3+), poco(2+), muy poco(1+).
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Se puede observar que la mejor temperatura devgestd fue a 70° C comparada con el
crecimiento observado a 80° C en donde la preseieciaicroorganismos medida como
abundancia relativa es menor independientementeatendsfera utilizada.

En ambas temperaturas se observéo mayor abundanamctborganismos a los 6 dias de
incubacién; sin embargo a 80°C la presencia deomiganismos disminuyé notablemente

después de este periodo y fue inconsistente arfassferas experimentadas.

En ambas atmésferas a 70°C se present6 la mayodaftia de microorganismos a los 6
dias de incubacion; sin embargo Unicamente loaniantos con atmosfera de/@0; a
dicha temperatura se mantuvieron con presenciatasdesde microorganismos durante

todo el tiempo de experimentacion.

Summanen (1993) sugiere que los microorganismosrainias pueden desarrollarse en
atmaosferas con 5ICO,, y N; libres o mezclas. En el presente trabajo se enaluaezclas
de estos gases obteniendo, hasta este punto, mgerdtados con la atmosfera d¢Q\0;,
(20/80) al igual que Takai y Horikoshi (2000) y Yaguchi y Minami (1998).

Los resultados de la observacion microscépica sielttivos sefialan que las condiciones
méas favorables en cuanto a crecimiento de microisges anaerobios fueron:
temperatura de 70° C, atmosfera d¢Qd, y al no observar una diferencia significativa
en el efecto del medio sobre el crecimiento, sgiGlpreliminarmente al medio 2 en
relaciéon con el factor costo-beneficio por ser ¢asdiciones mas econdmicas para su
aplicacién, ya que el medio 2 consta Unicamentmedio base y melaza como fuente de

carbono.

7.1.2 Tincién de Gram

En la Figura 6 se muestran algunas micrografia@sienicroorganismos con el medio 2
(medio basal y melaza como fuente de carbono), sdaras de NCO, y H,/CO, con

temperatura de 70°C.

En las fotografias se muestran los microorganigmnesentes a los 6 dias de incubacion (6

A y C) ya que en éste periodo se presentd la mpgbtacion de microorganismos
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durante el experimento. También se muestran lasografias de los cultivos en el dia 40

de incubacion (6 B y D) ya que éste fue el dltimatp monitoreado en el experimento.

En la Figura 6 A se muestra el cultivo con atm@stlr N/CO; a los 6 dias de incubacion
en el cual se observo una poblacion de bacilos Gegativos y cocos Gram positivos. En
este mismo cultivo pero a los 40 dias de incubait@gura 6 B) se aprecia una poblacion
mucho menor la cual esta compuesta Unicamentegodo® Gram negativos.

En la Figura 6 C se muestra el cultivo con atmastkr H/CO, a los 6 dias de incubacion
y se observé una poblacion de pocos bacilos Gragatives y algunos cocos Gram
positivos. A los 40 dias de incubacién, en estenmisultivo se observaron bacilos y cocos
en su mayoria Gram negativos (Figura 6 D).

Figura 6. Observacién microscopica de cocos y bacilos dedtisros con tincion de
Gram.A) 6 dias de incubacion, M2, atmésferd®D,, 70°C.B) 40 dias de incubacion,
M2, atmésfera de MCO, a 70° CC) 6 dias de incubacion, M2, atmdésfera gD,
incubados a 70° @) 40 dias de incubacion, M2, atmésfera d&Ci@, a 70° C.
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Es importante sefialar que se observé un cambia®rpdblaciones. Al principio, la
mayoria fueron cocos Gram positivos y conformesitarrié el tiempo de incubacion de
los cultivos, aument6 la presencia de bacteriasnGregativas. Por o que se supone que
los Gram negativos sobrevivieron y se duplicarorradie todo el periodo de
experimentacion debido a que, aunque su paredplelpglicana es muy fina, cuentan con
una doble capa lipidica (Beveridge, 1990) la cuasilpjemente contribuyd a su proteccién

y crecimiento bajo las condiciones experimentadaa presente trabajo.

Por otra parte, también pueden darse cambios de @oaitivo a negativo durante la fase
de crecimiento exponencial ya que los microorgaagsan ocasiones sufren lisis celular 6
lesiones en su pared debido a las condiciones e&niento (temperatura, presion,

inhibicion) durante esta etapa; teniendo como aueeia que aquellos microorganismos
que en la fase lag presentaban un Gram positivdaelase exponencial sean Gram

negativos (Beveridge, 1990).

Asimismo, aunque no se llevo a cabo la determimagepH, se considera que un posible
cambio de éste en el medio como un aumento dezapitio haber dafiado la membrana

celular y haber afectado en los resultados ded#ot.

Finalmente se puede describir el cultivo como urjusdo de bacilos cortos y alargados asi
COmo cocos en su mayoria Gram negativos. Estaipeiser es muy general dado que
nuestro cultivo es un consorcio que cuenta conrsidgemicroorganismos los cuales no
estan identificados en cuanto a género y espegienghargo se sabe que en éste consorcio
se encuentran bacterias fermentativas y arqueasnogginicas que formaban parte del
in6culo utilizado por (Mufioz et al., 2007) el cdak el mismo que se utilizé para el
presente trabajo. Las morfologias observadas soejaetes a las presentadas por Lal y
colaboradores (2007), quienes usaron un consorciminiano termofilico compuesto por
cocos y bacilos no esporulados Gram negativos aung a 90°C. Los resultados
obtenidos también son parecidos a los de Al-Blepecblaboradoes (1995), quienes
realizaron experimentos de MEOR en laboratorio rooestras de aceite del reservorio de
Shedgum en el Campo Ghawar de Arabia Saudita yudssge realizar un analisis
microscopico asi como tinciones de Gram, desciifpenios microorganismos encontrados
en éstas muestras fueron bacilos Gram negativoanturtodo el tiempo de

experimentacion.
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7.1.3 Cuantificacion de proteina por el método dea8ford

Para evaluar el efecto de las condiciones sobceseimiento microbiano en el cultivo se
cuantifico la concentracion existente de biomasalidae como proteina en el sistema
respecto al tiempo. En la Figura 7 se aprecia arb@asubito en la produccion de proteina
entre el dia cero y el dia seis, por lo que eligriento que se obtuvo durante ese periodo
se debié probablemente a la biotransformacion dediza que se adiciond al medio
como fuente de carbono (Boopathy, 2002), la cudiaedmente degradada y utilizada
adecuadamente por los microorganismos para sungestd (Figura 7). La melaza,
ademas de contener azucares, proporciona al mégimos minerales y vitaminas
necesarios para la actividad de los microorganisfBospathy, 2002), es por tanto una
materia prima econémica y muy nutritiva, lo cuahée atractiva para usarla como fuente

de carbono en procesos de recuperacion de hiduooatb
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Figura 7. Biomasa generada en los cultivos anaerobios eadsosi (M1, M2 y M3)
incubados a 70° C y 80° C en atmésfera g€®,, Ho/COs.
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La temperatura fue un factor determinante en ldymoidon de biomasa, ya que durante su

cuantificacion se present6 una mayor produccidbioi®asa a 70°C que a 80°C.

En cuanto a las atmésferas utilizadas y de acumdda Figura 7, en las muestras a 70°C
con atmésfera de 40, se obtuvieron buenos resultados (298.5 mfy durante la
primera semana de incubacion; sin embargo las esjoondiciones de cultivo para el
crecimiento de microorganismos asi como para ldym@én de biomasa, fueron aquellas
que se utilizaron en el sistema de la muestra adtallen atmdésfera deMO,a 70°C con

el medio 1 (M1)llegando a un valor maximo de produccion de pratei@ 337.5 mgt a

los 6 dias. En la Tabla 7, se muestran las coram@otres de biomasa obtenidas en aquellos
tratamientos que presentaron mayor produccion tie €ss valores mas elevados de

biomasa fueron obtenidos a 70°C.

Tabla 7. Valores maximos de biomasa obtenidos durante tagra semana de
experimentacion a 70 ° C.

Medio Atmosfera Biomasa (mg L) Tiempo (dias)
1 N,/CO, 337.5 6
2 No/CO, 249.2 6
3 H,/CO, 298.5 6
2 H,/CO, 250.9 6

Por dltimo, en cuanto al medio, la maxima producaé biomasa fue con el medio 1; sin
embargo no presenta gran diferencia con el medim&, que el medio 2 presenta una
relacion costo-beneficio mayor que el medio 1 ya s preparacion requiere unicamente

de sales minerales y melaza como fuente de carbono.
Si bien los resultados obtenidos con el medio 2fuswon los maximos, éstos no se

encuentran lejanos del medio 1, por lo que se m® utilizacion del medio 2 debido a

que es mas econdmico e igualmente factible y dpéague el medio 1.
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7.1.4 Produccion de CO

La tendencia obtenida durante la produccion deiddxle carbono fue directamente

proporcional al tiempo de incubacion, en casi tddesasos experimentados. En la Figura

8 se observa que a los seis dias de incubacioetset@ este gas en alta concentracion en

todos los casos; ésta fue incrementandose de tarmaue en condiciones de 70°C y

N./CO,, se presentd la maxima producciéon de gas, lafogade 27 milimoles de C{por

litro de medio.

En la Figura 8, se puede apreciar que con el m2dM2) se obtuvieron los mismos o
mejores resultados que con el medio 1 (M1). Paamdo se sugiere el uso de este medio

para la produccion de gases ya que la producci@sts es una de las caracteristicas mas

importantes para incrementar el porcentaje de exagmn (Almeida, 2004).
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Figura 8. Producciéon de C£en los cultivos anaerobios con los 3 medios prsjosgM1,
M2 y M3) incubados a 70° C y 80° C en atmdsferd4€0,, H,/CO..
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Para fines practicos de MEOR se considera la irapoid de favorecer la produccion de
este gas, por lo que se propone la atmésfel@® como la mas adecuada por ser la que

presenté mayor produccion.

En la Tabla 8, se puede observar que los parameimésicos calculados (produccion
especifica, velocidad maxima de produccién y promucneta de C¢ fueron similares
en el medio 1y 2, en tanto que el medio 3 predamt@enor velocidad de produccién asi
como la minima produccion especifica de,(Q@dr lo que esta Ultima opcion cinéticamente
no es viable ya que si se quisiera aplicar un @xgeerto en laboratorio y/o en planta piloto
y se utilizara el medio 3, los resultados obtenplmsefecto del medio de cultivo y del gas
producido serian menos eficientes que los obteratasilizar cualquiera de los otros dos

medios, esto en funcion de los parametros cinétibtenidos de la Tabla 8.

Tabla 8. Parametros cinéticos en la produccion de CO

Medic Condiciones Produccion especifica Velocidad Maxima « Produccién neta (

CO, produccion de C® CO,
(mMol CO, gyror™ d) (mMol CO, L d™) (mMol CO, LY

1 N,/CO;, 70°C 1.94 0.7073 21.9499
2 No/CO,, 70°C 2.55 0.7174 21.5346
3 N,/CO,, 70°C 0.744 0.4515 14.6621

El calculo de los parametros presentados en laaTéalske realizo con el fin de corroborar
no solo gréfica sino matematicamente que las camdis elegidas fueron las adecuadas,
ya que estas presentaron los mejores resultadasaeto a la produccion de GO

7.1.5. Producciéon de CH

Como parte de la determinacion de gases producfums los microorganismos
fermentativos y metanogénicos se cuantifico la eotracion de metano producido; sin
embargo éste gas no se hizo presente en ningun mmmerante la determinacion. Su
tiempo de retencion es de 3.5 minutos, pero neteeth concentracién alguna de metano
en ninguno de los cultivos bajo ninguna de las wimoes de temperatura y atmaésfera

experimentadas.
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7.1.6. Determinacion de Azucares

Se llevo a cabo la cuantificacion de azucares tedeg por el método fenol — sulfurico, de
todos los sistemas; sin embargo solo se reportarefultados de los sistemas cultivados a
70° C con atmosfera deMO,, debido a que bajo estas condiciones se presantiayor
crecimiento microbiano en relacion con los sistemdtvados a 80° C y no solo en ésta

determinacion sino también en la de proteina y gas.

La determinacion de azucares se llevo a cabo coobjeto de verificar el consumo
microbiano de la melaza. En la tabla 9, se puedscep que el consumo es similar en los
tres distintos medios evaluados, consumiendo emguim un 50% de la concentracion
inicial de azucar, esta evidencia concuerda comrrdssltados observados en abundancia

relativa y producciéon de biomasa.

Tabla 9. Determinacién de azUcares

Medio de  Atmdésferi Concentraci¢c  Concentraciét Consumo (9

cultivo inicial final
(mg LY (mg LY
1 No/CO, 4015.94 1855.65 53.79
2 N,/CO, 5217.1 2476.10 52.53
3 No/CO, 4878.26 2354.34 51.73

La melaza fue asimilada satisfactoriamente por noesroorganismos, ya que con el
consumo de la mitad del sustrato disponible, fueapaces de crecer, producir biomasa y
biogas (CQ) obteniendo buenos resultados y permitiendo ellegircondiciones mas

adecuadas para su desarrollo.

7.2. Determinacién de parametros cinéticos.

De acuerdo con la evaluacion de la formulacion ate rhedios de cultivo y de las
condiciones de crecimiento, se determiné que ladicmnes bajo las cuales se presento el
mejor crecimiento de los microorganismos para ME@Ron a 70°C, atmdsferafTO, y
utilizando el medio 2 (medio base y melaza) comentie de carbono y energia.
Posteriormente, bajo estas mismas condicionegadied una cinética de experimentacion

(por triplicado) con el mismo indculo utilizado pafa evaluacion del crecimiento
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y la cuantificacion de metabolitos, durante un da@groximado de 10 dias (250 horas). Se

determiné nuevamente la producciéon de biomasaQjeyda glucosa residual.

Debido a que el objetivo en este punto fue la deteacion de parametros cinéticos se
evaluaron distintas concentraciones de sustratm esn el fin de analizar tanto
rendimientos, produccién y consumo en un rangoodeantraciones, el cual se baso en lo

reportado por Mufioz y col., (2007).

En la Figura 9 se muestra el comportamiento deddyzcion de gas medido como £ @l

consumo de la fuente de carbono (glucosa proven@amtia melaza) y la produccion de
biomasa cuantificada como proteina. Se observadags 100 horas el cultivo presento la
mayor produccion de biomasa, asi como el mayorwoasie azucares, y la produccion de

CO; fue alta, aunque no la maxima.
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Figura 9. Evaluacion simultanea de biomasa,,G@zUcar residual en los cultivos
anaerobios a 70°C,,lCO,, medio 2 en distintas concentraciones de sustrato.
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Analizando detalladamente la Figura 9, la produtadé biomasa presenta una relacion
estrecha y logica respecto al consumo de sustido,que los microorganismos
consumieron cerca del 70% del sustrato inicial mheréas primeras 100 horas, lo cual fue
suficiente para que, en este mismo intervalo, ptasgn la produccion maxima de

biomasa y continuaran con la generacién de.CO

La produccion de biogas presentd una relacion tdireon respecto al tiempo de

incubacion, a mayor tiempo mayor produccion de,.OCbmo se puede observar ésta
tendencia continudé sin presentar disminucion algemaninguna de las concentraciones
durante el periodo evaluado. Este continuo incrémpuado ser debido a que el consumo
del sustrato se dirigio principalmente a la genérade gas, lo cual es caracteristico de
microorganismos anaerobios. A partir de los dawdadFigura 9, se determinaron los
parametros cinéticos en funcion de la concentrad&dla fuente de carbono y, utilizando la
fase logaritmica, se determiné la constante denoiresto (1) y el tiempo de duplicaciéon

(td), los cuales se reportan en la Tabla 10.

Tabla 10. Parametros cinéticos en funcion de la concentadéda fuente de carbono

Concentracio| Velocidad Tiempo Rendimiento  Velocidad Produccion
tedrica especifica de de maxima especifica
de de duplicacién biomasa de de
glucosa crecimiento (h) Yxs produccion CO,
(g/L) (h™h CO, (Mmol/ghroteindN)
(mmol/L*h)
0.21 0.02910 23.8120 0.33750 0.06855 0.61750
0.42 0.03177 21.8168 0.15818 0.06855 0.52244
0.83 0.03481 19.9110 0.14671 0.07625 0.49799
1.3 0.03910 17.7270 0.11332 0.07843 0.43928
1.67 0.04101 16.8986 0.08448 0.08220 0.41125
2.5 0.03527 19.6498 0.04951 0.06877 0.39839

La velocidad méxima especifica de crecimiento deéteada experimentalmente fue de
0.04101 H , la cual es cercana al 0.05% teportado parézotobacter vinelandi{Priego

et al., 2001), siendo éste ultimo un microorganigmionioorganoheterotrofo habitante de
suelos (Espin, 2002). Wood y Kelly (1991) reponmanoa velocidad especifica de 0.038 h
! para Thiomicrospira thyasirae un microorganismo haléfilo habitante de ambientes

marinos.
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Sin embargo, es preciso sefalar que el cultivogpcedente trabajo es mixto, es decir, lo
conforman diversos microorganismos tales como hasty arqueas (Muioz et al., 2007)
de los cuales, como ya se habia mencionado ambenide no se conoce la especie ni
género de cada uno, por lo que no se puede realimmrcomparacion mas detallada o
certera en cuanto a la velocidad especifica demiesto. Por lo tanto lamax obtenida es

aparente y solo caracteristica del cultivo utilzad el presente trabajo.

El tiempo de duplicacion obtenido fue, en promed®20 h. Este es un valor intermedio,
ya que se han reportado sistemas anaerobios fatinestutilizados para el tratamiento
bioldgico de aguas residuales con tiempos de cagiio de 0.125 d a 40°C (Arnaiz et al.,
2000) y por otro lado, microorganismos del géndathanosarcinggresentan tiempos de

15 a 2 dias a 55°C (Zeikus et al., 1972). Los pesn de duplicacion de los

microorganismos fermentativos son menores a losamogenicos, debido a que estos
requieren mayor tiempo de adaptacion en el media pamenzar a reproducirse en el
medio (Arnaiz et al., 2000).

Los rendimientos de biomasa respecto al sustramiiudel 4% al 30%, dichos valores
concuerdan hasta cierto punto con los reportados glgunas bacterias anaerobias, los
cuales van del 2% al 10% (Atkinson et Ferda 19%k).necesario mencionar que los
microorganismos anaerobios reportados por AtkiysBarda (1991) cuentan con distintas
caracteristicas metabdlicas y se desarrollan ezrstig ambientes, por lo tanto, dadas las
caracteristicas del cultivo de este trabajo, npusglen excluir los rendimientos obtenidos

cercanos al 30% y son igualmente validos.

La determinacién de la constante de saturacionealizé gréfica y matematicamente,
como se muestra en la Figura 10, obteniendo unaD.R85 g/L, este resultado se
encuentra dentro del amplio intervalo reportado Pptkinson y Ferda (1991) para
anaerobios; por lo que es importante recordar gusbiencion de esta constante depende
del sustrato utilizado y del metabolismo de cadermorganismo. Sin embargo el valor de
Ks obtenido indica que los microorganismos delivoltfueron sumamente afines al

sustrato.
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Figura 10. Curva de crecimiento de microorganismos anaerait®C, N/CO,, medio 2
con distintas concentraciones de sustrato.

Los parametros cinéticos obtenidos en el preseaib@jp son de suma importancia ya que
pueden servir en un futuro para tener una refeaerinética de un cultivo con las mismas
caracteristicas y/o para realizar una simulacioh sigema a través de un modelo

matematico.

7.3. Experimento de recuperacion via microbiana utizando una columna empacada

Durante el experimento de recuperacion, se detérfaiporosidad del granulado de berea,
después la simulacion de recuperacion secundane sadmuera y por dltimo la
recuperacion mejorada via microbiana, durante & @i llevé a cabo un monitoreo de la
produccion de biomasa y de gas bajo las condicideeg0°C, atmdsfera de L0, e
inyeccion de inéculo con medio 2 (medio basal yar&). Por ultimo se determinéd el

porcentaje de aceite recuperado debido a actividebbiana.
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7.3.1. Porosidad del medio

Otro factor importante a considerar para la recamén del crudo, es la porosidad del
medio, la cual es un porcentaje de espacios vaegmecto al volumen de la roca que
indicara el volumen de fluidos que pudiera conteheeservorio (http://www.cbh.org.bo).
Por lo tanto de esta depende tanto la penetra@dosdmicroorganismos en el pozo (en
este caso en la columna) como el efecto que émnent sobre la recuperacion del
hidrocarburo. La porosidad depende del tipo de dmayacimiento y las mas comunes
son: arenisca, berea, calcita, entre otros (Saygbudl., 1992). Se han reportado pozos
compuestos por una o varias de las rocas mencisiyatdigpendiendo de sus caracteristicas
geologicas la porosidad varia del 18 al 35 % (Salyyat al., 1992).

La porosidad de la berea con la que se empacduanna fue del 20% (Tabla 11); dicho
valor se encuentra dentro de lo reportado tantdSpgyouh y colaboradoes (1992) como
por Lal y colaboradores (2007) quienes realizanorensayo de recuperacion con berea y

reportaron una porosidad del 19%.

Tabla 11.Calculo de la porosidad del medio.

Longitud Area Pesoen  Peso saturado Volumen Densidad

(cm) (cm?) seco (g) con salmuera  Poroso salmuera

(9) (cn’) (g/cm)
7.3 35.84 52.7 60.1 35.83 1.02

_ Weur —~Weee _|601g -52.7g| cm® |

@= . =0.2024
M, 358%m® | 102g

Porosidadg= 20.24 %
Donde:
@= Porosidad
Wsat = Peso del nucleo saturado con salmuera (g)
Wsec = Peso del nucleo seco ()

M+t = Masa total del nicleo = Vol. Total * Densidadsaémuera[=] g
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7.3.2. Recuperacion secundaria con salmuera

Antes de la inyeccién del medio inoculado con poecganismos, se realizé una inyeccion
de salmuera al 25% con el objeto de simular unaperacion secundaria. En este proceso
se recuperaron 5 mL que corresponden a un 31.23%cedée inicial con el que fue

saturada la columna.
7.3.3. Recuperacion mejorada via microbiana
Posterior a la recuperacion secundaria, se incormdr medio de cultivo con los

microorganismos a la columna como se muestra EBiglaa 11 y se monitore6 el sistema

a través de la cuantificacién de proteina y @@ducido durante un periodo de 8 dias.

Figura 11. Experimento de recuperacion

7.3.3.1. Cuantificacion de proteina
El primer parametro a monitorear fue la producaénproteina mostrada en la Figura 12

en donde se observa una muy ligera fase de adaptasi como una tendencia
exponencial a las primeras 150 h manteniendo posternte una fase estacionaria.
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Figura 12. Biomasa generada en el sistema anaerobio en wmar@empacada con berea
como medio poroso incubado a 70°C en atmdsfera e
La mayor produccion de biomasa se presenté a lashlSiendo ésta de 259.35 mg/L
observando asi que la presencia tanto del granuadw del crudo no fue un factor
limitante para los microorganismos, ya que de atuarlos resultados tuvieron una rapida
adaptacion al medio, lo cual puede ser resultadandebuena y rapida biotransformacion
de la melaza, esto debido a que, de acuerdo core5(2986), las bacterias que crecen en
presencia de hidrocarburo y una fuente de carbdimioaal faciimente asimilable, como

en nuestro caso puede ser la melaza, primeroauntiésta.

7.3.3.2. Produccion de gas

La produccion de COpresentd una dependencia directa entre el tiempse gramos de

gas producidos por litro de medio. Cabe resalta gjuas 0 h ya se contaba con cierta
produccion de gas ya que pudo ser que el inOctiltviesa iniciando su fase exponencial
presentando por tanto cierta produccion de gasu(&i3). Asimismo se observa que la
produccion de gas se incrementa a través del tieteptal manera que a las 200 h se

produce cerca de 1 gramo de 4r litro de medio.
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Figura 13. Produccion de C£en el sistema anaerobio en una columna empacada co
berea como medio poroso incubado a 70°C en atnaddéelN/CO,

Asimismo los parametros cinéticos se muestran efalala 12., observando una alta
produccion y velocidad de produccion de £fresentando a la vez un bajo rendimiento
de biomasa (5%). Esto puede ser debido a que lazemélie aprovechada para producir
preferentemente gas que biomasa, ya que se tuvoomeantracion inicial de azucar en el
medio fue de 5424.63 mg/L y una final fue de 292 xig/L.

Tabla 12. Parametros cinéticos de la produccién de €®la columna empacada

Velocidad max.de Produccion especifica de Rendimiento
produccion de C® CQ@ Yxs

(mmol/L*h) (mmol/Qyroteinh)
0.1820 0.7017 0.0565

7.3.4. Porcentaje de recuperacion de crudo poradthd microbiana

El objeto de cuantificar biomasa y gas fue el decias que dicha recuperacion es
consecuencia del metabolismo microbiano, ya que tanbiomasa como el GQueron

cuantificados a partir de la inyeccion del cultivo.
Al final del experimento, se obtuvo una recupenaaé 2 mL correspondientes al 12.5%

del aceite inicial con el que se saturé la colunpag;lo que considerando la recuperacion

secundaria 'y microbiana se obtuvo un 43.3% de ecerecuperado.
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El porcentaje de recuperaciéon mejorada obtenidel gmesente trabajo (12.5%) coincide
con lo reportado por Almeida y colaboradoes (2064jenes realizaron un experimento a
nivel laboratorio con granulado y aceite utilizandiderentes consorcios dBacillus

licheniformis, B. polymoxa, Pesudomonas aerugino¥abrio sp los cuales presentaron

un rango de recuperacion mejorada entre el 1118%l.

Asimismo, Lal y colaboradores (2006), realizaronesgtudio experimental con consorcios
de bacterias termofilicas cormitiermococcusp. y Thermotogasp. con un nucleo de berea
saturado e incubado a 90°C, obteniendo una reatiperenejorada del 8.93% respecto al

aceite inicial.

En la aplicacibn en campo de MEOR, se han reporfamcentajes de recuperacion
mejorada entre el 12% hasta el 30 % dependiendadeacteristicas fisicoquimicas,

bioldgicas y geoldgicas del yacimiento. (Al-Bletetdal., 1995; Behlulgil et al., 1991).

Algunos autores coinciden en que el &f@nerado por los microorganismos es el principal
impulsor de la recuperacion mejorada, ya que no doimenta la presion del sistema sino
gue también disminuye la viscosidad del crudo p@Endole salir facilmente (Almeida et

al., 2004; Jack et al., 1985). Como antecedentl® @mtes mencionado, se tiene que en

recuperaciones secundarias o asistidas se iny&stalgacimiento (Sanchez et al., 2008).

De acuerdo con los resultados en el presente tra@jobserva que el biogas es un factor
importante en la recuperacion mejorada de hidrocarly que éste es el principal

responsable de la recuperacion del crudo.

La recuperacion de hidrocarburos via microbiananesbuena alternativa, porque no solo
se tiene produccién de gas sin necesidad de im@di@o que también estan presentes
otros metabolitos los cuales incrementan la camtttaceite recuperable de pozos frios.
Asimismo esta tecnologia da la oportunidad de evalina posible recuperacion en

yacimientos que se consideran ya secos.
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8. CONCLUSIONES
Los microorganismos anaerobios en condicionesrdefia y halofilia, mostraron

capacidad para desarrollarse y producir metabolitdzando melaza como fuente de

carbono.

El mayor crecimiento de microorganismos anaerofgomentativos, asi como la

produccion de metabolitos, se presentaron a Igsdéa$ de incubacion.

La temperatura fue un factor determinante paraddyzcion de Cg presentando
los mejores resultados a 70°C.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la forcmriade las condiciones mas
adecuadas para inducir el crecimiento de microasgars fermentativos son: Medio 2,
70°C y atmosfera deXCO..

La produccion maxima de biomasa fue de 200 mg/L eonrendimiento de

biomasa respecto al sustrato dg del 11%.

La velocidad maxima de produccion de £fde de 0.083 mmol/L*h y una

produccién especifica de GOe 0.42 mmol/goteindh.

La velocidad maxima especifica de crecimient fie de 0.04101 hcon un

tiempo de duplicacion de 16.8 dias.

La constante de saturacion (Ks) fue de 0.095 g/L.
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> El granulado de berea no presenté efecto sobn@thupcion de biomasa pero si en
la produccion de C§ ya que ésta ultima disminuyd un 30% respectocamdidad de gas

producida durante las cinéticas de crecimientoigsesd experimento.

> En el experimento de laboratorio se obtuvo unage@cion de aceite de 12.5%

por efecto de la actividad microbiana, lo cual gadviabilidad de la aplicacion de MEOR
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Anexos

ANEXO 1

Soluciones estandar.
Se requirieron preparar las siguientes solucioaes mantener y complementar tanto

las condiciones como los medios de cultivo:

*Sulfuro de sodio 2%: Agregar 2 g de N& 9HO a un frasco serologico de 125 mL,
afiadir bajo flujo de )y 100 mL de agua reducida. Tapar, sellar el frgsesterilizar en
autoclave por 15 min. a 121°C y 15 Ib/guligacer cambio de atmésfera cog®O,

(v/v). Esta solucion actia como un elemento reducto

*Bicarbonato de Sodio al 10%:Agregar 10 g de NaHC{a un frasco seroldgico de
125 mL, adicionar bajo flujo deJN100 mL de agua reducida tapar y sellar el frgsco
esterilizar en autoclave por 15 min. a 121°C ytipulf. Hacer cambio de atmoésfera

con N/CO,. Esta solucién actia como amortiguador.

*Hidrocarburo : El hidrocarburo constituye la fuente de carbormomo tal es

preferible utilizar un aceite ligero, colocar enftasco seroldgico, tapar, sellar el frasco
y esterilizar en autoclave por 15 min. a 121°CHpulg’ Hacer cambio de atmoésfera
con N/CO..
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ANEXO 2

*Solucidn de Oligoelementos de Balc[Balch et al., 1977)sta solucion se prepara a
partir de 4 soluciones:
i)  Solucion de acido nitrilotriacético: disolver 1.5dg acido nitrilotriacético en
100 mL de agua destilada contenida en un vaso el@pgados de 250 mL.
Ajustar el pH de esta solucion a un valor de 6/ K@OH 10N (hasta que se

ajusta el pH es cuando el acido se disolvera cdaamknte).

i) Solucion de cloruro ferroso (FeCIH,O). Disolver 0.1 g de Feg#H,O en 50

mL de agua destilada en un frasco de100 mL.

iii)  Solucion de cloruro de cobalto (Ce®H;0). Disolver 0.1 g de Cog&bH,O en
50 mL de agua destilada en un frasco de100 mL.

iv)  Solucién base de oligoelementos: Disolver las dadts de los reactivos que se
enlistan en la tabla A1.1 en un frasco de 250 mti@kndo 100 mL de agua
destilada.

v) Unavez que se tienen las 4 soluciones, mezctalleion de oligoelementos, la
de cloruro ferroso y la de cloruro de cobalto. Bastmente adicionar
lentamente a esta mezcla la solucion de acidolatitacético y ajustar el
volumen a 1 litro en un matraz volumétrico. Mantemsta solucion en

refrigeracion.

Tabla Al.1. Compuestos para preparar la solucion base destdigentos

Compuesto Formula Concentracion (g/L)
Cloruro de magnesio hexahidratado  MgCl,.[6H,0 2.5
Cloruro de manganeso tetrahidratado MnCl,.[4H,O 0.6
Cloruro de sodio NaCl 1.0
Cloruro Ferroso tetrahidratado FeCbLL.4H,O 0.1
Cloruro de cobalto hexahidratado CoCbL.[6H,O 0.1
Cloruro de aluminio AlG 0.01
Acido boérico HBO; 0.01
Molibdato de sodio dihidratado NaeM00O,.[2H,O 0.01
Cloruro cuprico dihidtatado CuCbL.2H,0 0.01
Cloruro de calcio dihidratado CaCb.[2H,0O 0.1

Cloruro de zinc ZnGl 01
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ANEXO 3

*Solucion de vitaminas de BalchBalch et al., 1977)Esta solucién contiene lo listado

en la Tabla 6.1 y se prepara como se describetaaaanion:

)

ii)

Utilizar agua destilada reducida, para lo cual 8adan 1.2 L de agua a un
matraz de 2 L, tapar con papel aluminio y sobre, éstcer dos orificios, poner a
calentar hasta ebullicibn para eliminar todo elgerb contenido en el agua,
hasta llegar aproximadamente a 1 L. Dejar enftiagea sin destapar.

Pesar cada una de las vitaminas indicadas enl&AAl? y disolverlas en 1L de
agua reducida. Adicionar cada vitamina en el oidditado hasta su completa
disolucidn. La solucion de vitaminas se debe ditaripor filtracion en un
sistema Millipore con vacio, el cual debe ser masnte esterilizado (tanto el
matraz Kitazato, sistema de soporte de membrar@pi@ de liquido y
membrana de filtracion). Acoplar vacio al sisteneafittracion y adicionar la
solucion de vitaminas. La esterilizacion por fiti@ se realiza en campana de

flujo laminar para mantener condiciones estériles.

Colocar la solucion filtrada en un frasco ambalnyaeenar en refrigeracion a
4°C.

Tabla Al.2. Reactivos y cantidades para preparar la solu@dritdminas de Balch

Compuesto Cantidad
(mg LY
Acido p-aminobenzoico 10
Acido nicotinico 10
Pantotenato de calcio 10
Piridoxina hidroclorada 10
Riboflavina 10
Hidrocloruro de tiamina 10
Biotina 5
Acido félico 5
Acido a.lipoico 5
Vitamina B12 (cianocobalamina) 5
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ANEXO 4

Tabla A1.3. Composicién de una capsula de vitaminas biometrix

Excipiente cbp

Palmitato de vitamina A 4000 Ul
Colecalciferol (vitamina B) 400 Ul
Acetato, D, L, alfa tocoferol (vitamina E) 30 UI
Mononitrato de tiamina (vitamina; B 2 mg
Riboflavina (vitamina B) 2mg
Clorhidrato de piridoxina (vitaminagd 2 mg
Cianocobalamina (vitamina;B 0.006 mg
Biotina 0.03 mg
Niacinamida 15 mg
Acido félico 0.8 mg
Acido ascérbico (vitamina C) 60 mg
Pantotenato de calcio 10 mg
Fosfato acido de calcio 170 mg
Sulfato ferroso 30 mg
Fluoruro de calcio 0.411 mg
Oxido de magnesio 16.5 mg
Sulfato de cobre 4 mg
Sulfato de manganeso 3.7 mg
Sulfato de potasio 17.8 mg
Molibdato de sodio 0.40 mg
Oxido de zinc 9.3 mg
Levadura de selenio 7.5 mg
Extracto de panax Ginseng 30 mg
Extracto de Ginkgo biloba 10 mg







