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Resumen 

 

El objetivo de este trabajo fue determinar los mecanismos de remoción de hexadecano 

(HXD) empleados por los cultivos puros y mixtos, derivados de un consorcio bacteriano, 

durante la degradación de HXD. Las cepas bacterianas se aislaron de muestras de un 

biorreactor de columna de burbujas, operado en ciclos secuenciales de 14 días, con HXD 

como única fuente de carbono y energía. El biorreactor fue inicialmente inoculado con 

una suspensión bacteriana aislada de la rizósfera de Cyperus laxus Lam, una planta 

nativa que crece cerca de una refinería de petróleo en operación en el Estado de 

Veracruz. Se aislaron cuatro cepas bacterianas y fueron identificadas mediante la 

secuenciación del gen ribosomal RNAr 16S como: Xanthomonas sp. UAM58, 

Acinetobacter bouvetii UAM25, Shewanella sp. UAM38 y Defluvibacter lusatiensis 

UAM86.  

Los estudios de degradación de HXD se desarrollaron en botellas serológicas (125 mL) 

con 50 mL de medio mineral salino (MMS), 13 g/L de HXD, y un inóculo de 1x106 

UFC/mL. Los cultivos se desarrollaron por triplicado (30°C; 200 rpm; 15 días) realizando 

un muestreo a los 0, 2, 5, 10 y 15 días de cultivo. Las variables de respuesta analizadas 

fueron: la concentración de HXD, el crecimiento bacteriano, la hidrofobicidad celular, la 

capacidad de pseudosolubilización y emulsificación del HXD.  

Con el propósito de conocer los sistemas enzimáticos involucrados en la oxidación del 

HXD se investigaron diferentes genes catabólicos mediante PCR. En esta etapa se logró 

identificar los genes alkB y alkM. 

Los biosurfactantes se detectaron mediante las siguientes pruebas: tensión superficial, 

colapso de la gota y desplazamiento de la gota del petróleo. Esta última prueba también 

fue empleada para determinar, indirectamente, la concentración de biosurfactactantes 

expresada como equivalentes de Tween 20. 

Al cabo de 15 días de cultivo se encontró que la capacidad para degradar HXD fue 

diferente para cada cepa por separado. Se observó que la eficiencia de degradación de 

HXD fue significativamente mayor para A. bouvetii (72±4%), seguida de Xanthomonas sp. 

(46±4%) y D. lusatiensis (40±6%). Shewanella sp. no fue capaz de utilizar HXD como 

única fuente de carbono y energía. Se identificaron los genes que codifican para la alcano 

monooxigenasa en los cultivos puros y se identificó el gen homólogo alkM en A. bouvetii. 

Además, A. bouvetii fue la única cepa del consorcio productora de biosurfactantes 
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alcanzando una máxima concentración a los 5 días (0.17 ± 0.03 g/L de equivalentes de 

Tween 20).  

Con base en la capacidad de degradación de HXD de los cultivos puros, se diseñaron y 

evaluaron cuatro cultivos mixtos. Se observó un incremento en la degradación de HXD, 

particularmente, en los cultivos Xanthomonas sp.+A. bouvetii (74±7%) y el consorcio 

bacteriano, constituido por las cuatro cepas (79±3%). 

Los mecanismos de remoción de HXD se evaluaron en el cultivo puro de A. bouvetii, el 

cultivo mixto integrado por Xanthomonas sp.+A. bouvetii y el consorcio, debido a su alta 

eficiencia de degradación de HXD. Se consideraron las cinéticas de hidrofobicidad 

celular, la capacidad de pseudosolubilización y emulsificación de HXD para determinar 

los mecanismos de remoción. Los resultados indicaron que A. bouvetii empleó tanto el 

contacto directo como la remoción mediada por biosurfactantes para la degradación de 

HXD. En el caso de los cultivos Xanthomonas sp.+A. bouvetii y el consorcio bacteriano, 

ambos mecanismos tomaron lugar; pero la remoción facilitada por biosurfactantes fue 

predominante al finalizar el tiempo de cultivo. En particular, en el consorcio la 

emulsificación fue predominante después de los 5 días de cultivo. 

Por lo tanto, los cambios en la hidrofobicidad celular y el grado de pseudosolubilización o 

emulsificación, fueron factores clave para la remoción de sustratos hidrofóbicos por los 

cultivos puros y mixtos evaluados. Además las asociaciones poblacionales entre las 

cepas del consorcio bacteriano, jugaron un papel importante en los mecanismos de 

remoción de HXD. 

Este trabajo es el primer estudio que muestra la capacidad degradadora de hidrocarburos 

de D. lusatiensis y A. bouvetii. Asimismo, este estudio revela a A. bouvetii como una cepa 

productora de biosurfactantes.  

Finalmente, este trabajo contribuye a entender los mecanismos de remoción de 

hidrocarburos entre cultivos bacterianos puros y mixtos. 
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Abstract 

 

The aim of this study was to determine the mechanisms of hexadecane (HXD) uptake 

among pure and mixed cultures, derived from a bacterial consortium, during of HXD 

transformation. Bacterial strains were isolated from samples a bubble column reactor 

operated in sequential batch, with HXD as sole carbon source and energy. The bioreactor 

was initially inoculated with a bacterial suspension obtained from rhizosphere of Cyperus 

Laxus Lam, a native plant able to grow in a highly contaminated swamp adjacent to an 

operating refinery in Veracruz. Four bacterial strains were isolated and identified by 

nucleotide sequence analysis (16S rRNA gene). The bacterial strains were identified as 

Xanthomonas sp., Acinetobacter bouvetii, Shewanella sp. and Defluvibacter lusatiensis. 

Biodegradation assays were conducted in 125 mL serological bottles containing a saline 

mineral medium (SMM), HXD (13 g/L) and an inoculum of 1x106 CFU /mL. Cultures were 

performed in triplicate (30°C; 200 rpm; 15 days) and sampled at 0, 2, 5, 10 and 15 days. 

Analyses of residual HXD, bacterial growth, cell surface hydrophobicity, 

pseudosolubilization and emulsification capacity were determined.  

In order to determine enzymatic systems involved in the HXD degradation, we identified 

different catabolic genes by PCR. As a result, we identified the alkB and alkM genes. 

Biosurfactants were detected by the following methods: surface tension, collapsed drop 

and oil spreading. Biosurfactant concentration was indirect determined by the oil spred 

method and expressed as equivalents of Tween 20.  

After 15 days growth, HXD was degraded by the pure cultures of A. bouvetii (72±4%), 

Xanthomonas sp. (46±4%) and D. lusatiensis (40±6%), but not by Shewanella sp. We 

identified the alkM gene in A. bouvetii. In addition, A. bouvetii was the only biosurfactant 

producer, reaching a maximum concentration at 5 days (0.17 ± 0.03 g/L equivalents of 

Tween 20). 

Based on degrading abilities of pure cultures, we tested four mixed cultures. As a result, 

the mixed cultures showed and enhanced HXD degradation, particularly with the culture 

Xanthomonas sp.+A. bouvetii (74±7%) and the bacterial consortium (79±3%). 

Since A. bouvetii, the culture with Xanthomonas sp.+A. bouvetii and the consortium were 

the best degraders, the mechanisms of HXD uptake were determined. The kinetics of cell 

surface hydrophobicity, the pseudosolubilization and emulsification capacities were 

considered to characterize the uptake mechanisms. Our findings showed that A. bouvetii 

combined both direct contact and biosurfactant-mediated uptake. For the culture 
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Xanthomonas sp.+A. bouvetii and the consortium both mechanisms took place; however, 

the biosurfactant-mediated uptake was predominant at the end of culture time. 

Particularly, the emulsification was predominant in the consortium after 5 days.  

The changes in the cell surface hydrophobicity and the pseudosolubilization and 

emulsification extent were key factors for the hydrophobic substrate degradation. Also, 

associations among members of the consortium, played an important role in the uptake 

mechanisms by the mixed cultures. 

This is the first report of D. lusatiensis and A. bouvetii as hydrocarbon degrader strains 

and reveals  A. bouvetii as a biosurfactant producer. Our results contribute to understand 

the HXD uptake mechanisms by pure and mixed cultures. 
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El petróleo es una mezcla compleja de hidrocarburos que se libera continuamente en el 

ambiente debido al mal manejo durante la extracción, transporte y procesamiento, 

ocasionando la contaminanción del suelo y agua (Holliger et al., 1994). La 

biorremediación es la principal estrategia empleada para la eliminación de los 

contaminantes orgánicos presentes en el ambiente (Das y Chandran, 2010). Por lo tanto, 

se han aislado y evaluado diferentes microorganismos con capacidad para degradar 

petróleo, y se han utilizado como inoculantes para la biorremediación de suelos 

contaminados (Ito et al., 2008).  

El interés por estudiar los microorganismos degradadores de hidrocarburos, 

especiamente alcanos, ha permitido caracterizar a detalle sus mecanismos de remoción. 

En este sentido, la mayoría de los estudios se enfocan en cultivos bacterianos puros 

(Bouchez-Naïtali et al., 1999; Vasileva-Tonkova et al., (2008); y son menos los estudios 

donde se determinan los mecanismos de remoción en cultivos mixtos. 

Desde 1955 Zobell reportó la degradación de hidrocarburos y desde entonces se ha 

publicado un gran número de artículos científicos al respecto. Sólo en los últimos 30 

años, las publicaciones enfocadas a la degradación de hidrocarburos comprenden a nivel 

mundial, más de 23 000 artículos (Base de datos: ISI Web of knowledge). En el 2008 se 

observó un incremento en las publicaciones relacionadas con la caracterización de los 

mecanismos de remoción de hidrocarburos basándose en la hidrofobicidad celular y la 

capacidad de los cultivos para producir biosurfactantes. Estos temas ganaron interés y en 

el 2011 se registró un máximo en las publicaciones enfocadas a evaluar el papel de la 

hidrofobicidad celular y de los biosurfactantes sobre la degradación de hidrocarburos.  

Por lo tanto, este trabajo se centra en determinar los mecanismos de remoción de 

hexadecano (HXD) empleados por los cultivos puros y mixtos, derivados de un consorcio 

bacteriano, durante la degradación de HXD.  

En este trabajo se realizó una revisión bibliográfica acerca de los conceptos y 

antecedentes relacionados con la degradación de hidrocarburos por cultivos bacterianos 

puros y mixtos. Particularmente, se realizó una revisión acerca de la ruta de degradación 

y los principales sistemas enzimáticos involucrados en la oxidación de alcanos. Así como, 

el papel de la hidrofobicidad celular y la producción de biosurfactantes en la degradación 

de sustratos hidrofóbicos. Los diversos aspectos de esta revisión bibliográfica se 

resumen en el capítulo 2. Asimismo, al finalizar este capítulo se incluyó un análisis de las 

publicaciones relacionadas con la degradación de hidrocarburos en los últimos 30 años. 

En el capítulo 3 se presenta el planteamiento del problema de estudio, así como la 
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justificación que motivó el desarrollo de la investigación. La hipótesis del trabajo, los 

objetivos y la estrategia experimental empleada se detallan en los capítulos 4 al 6.  

Los aspectos relacionados con los materiales y métodos utilizados se resumen en el 

capítulo 7. De manera general, el aislamiento de las cepas bacterianas se realizó a partir 

de muestras de un biorreactor de columna de burbujas, operado en ciclos secuenciales 

de 14 días, con HXD como única fuente de carbono y energía. A lo largo de este estudio 

se realizó la caracterización e identificación de las cuatro cepas bacterianas aisladas 

mediante la secuenciación del gen ribosomal RNAr 16S y se evaluó la capacidad de 

degradación de HXD de los cultivos puros.  

Para entender la capacidad metabólica de los cultivos puros, se identificaron los genes 

catabólicos alkB y alkM. Por otra parte, los biosurfactantes fueron detectados mediante 

tres pruebas: tensión superficial, colapso de la gota y desplazamiento de la gota de 

petróleo. Esta última prueba fue útil para cuantificar la concentración de biosurfactantes.  

Considerando las capacidades metabólicas de las cepas, se diseñaron cuatro cultivos 

mixtos y se evaluó su capacidad para degradar HXD. Posteriormente, se determinaron y 

compararon los mecanismos de remoción de HXD de los cultivos puros y mixtos 

seleccionados.  

Los resultados obtenidos y la discusión de los mismos se presentan en el capítulo 8 de 

este trabajo. En los capítulos subsecuentes se presentan las conclusiones generales, las 

recomendaciones y las referencias bibliográficas. Finalmente, el artículo científico 

producto de este trabajo, se incluyó en la sección de anexos. 
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2.1. Sitios contaminados con hidrocarburos 

 

El petróleo y sus derivados son la principal fuente de energía para las industrias y la vida 

diaria del ser humano. Sin embargo, las fugas y derrames son frecuentes durante el 

proceso de exploración, producción, refinación, transporte y almacenamiento del petróleo 

(Das y Chandran, 2011). La liberación de los hidrocarburos en el medio ambiente es la 

principal causa de contaminación de suelos y aguas (Holliger et al., 1994); 

particularmente, la contaminación del suelo con hidrocarburos causa daños masivos a la 

flora y fauna existente. Por tal motivo, se han empleado diferentes técnicas para la 

remediación de los suelos contaminados con hidrocarburos. Estas técnicas incluyen la 

incineración de los contaminantes, la evaporación, dispersión y lavado. Sin embargo, 

estas tecnologías son costosas y no necesariamente aseguran la mineralización, esto es, 

la transformación hasta las formas más oxidadas, de los contaminantes (Das y Chandran, 

2010).  

La biorremediación es una tecnología viable y de bajo costo, es definida como el conjunto 

de técnicas que se centran en el uso de microorganismos para degradar los 

contaminantes presentes en el medio a formas menos tóxicas. El proceso se lleva a cabo 

por microorganismos nativos o que pueden ser aislados de otros sitios contaminados 

(Vidali, 2001). En la Tabla 2.1.1., se muestran las diferentes estrategias usadas para la 

biorremediación de los suelos contaminados, y se pueden dividir de manera general en 

estrategias de biorremediación in situ y ex situ. La biorremediación in situ, se refiere a 

tratamientos que no requieren del translado del suelo contaminado como: el bioburbujeo, 

bioventeo y la bioaumentación. Mientras que en la biorremediación ex situ, el suelo es 

transladado a un lugar fuera del sitio, y se le maneja en un sistema controlado como una 

celda de landfarming o algún tipo de biorreactor (Bongkeun et al., 2000).  
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Tabla 2.1.1. Estrategias para la biorremediación de suelos contaminados. 
Estrategias Tecnología Ventajas Desventajas 

In situ Bioburbujeo. 
Bioventeo. 
Bioaumentación. 

Más rentable. 
Relativamente pasivo. 
Atenuación natural. 
Tratamiento para 
suelo y agua. 

Limitaciones 
ambientales. 
Tiempos 
prolongados. 
Dificultades para 
monitorear. 
 

Ex situ Labranza del suelo. 
Composteo. 
Biopilas. 

Rentable. 
Bajos costos. 
 

Requiere espacio. 
Tiempos 
prolongados. 
Control de pérdidas 
abióticas. 
Problemas de 
transferencia de 
masa. 

 Biorreactores: 
 
Reactores de lodos. 
Reactores líquidos. 

Cinéticas de 
degradación rápidas. 
Optimización de 
parámetros. 
Incremento en la 
transferencia de 
masa. 
Uso efectivo de 
inoculantes y 
surfactantes. 

Requiere 
excavación del 
suelo. 
Se requiere un 
capital alto de 
inversión. 
Altos costos de 
operación 

*Adaptada de Vidali, 2001. 
 

2.2. Degradación microbiana de hidrocarburos por cultivos puros y mixtos 
 

Por su composición química, los hidrocarburos del petróleo se dividen en cuatro clases: 

alifáticos, aromáticos, asfaltenos (fenoles, ácidos grasos, cetonas, ésteres y porfirinas, 

destacando que todos estos compuestos pueden estar conjugados en una sola 

macromolécula), y resinas (piridinas, quinoles, carbazoles, sulfóxidos y amidas) (Das y 

Chandran, 2011).  

La biodegradación es definida como el proceso mediante el cual los microorganismos 

transforman o alteran (a través de reacciones de óxido-reducción) la estructura química 

de los contaminantes en el ambiente (EPA, 2009). La biodegradación de los 

hidrocarburos del petróleo es un proceso complejo que depende de la estructura 

molecular y de la concentración de los hidrocarburos en los sitios contaminados. Se 

conocen varios factores que inciden en la degradación de los hidrocarburos pero uno de 

los más importantes es su baja biodisponibilidad para los microorganismos. La 

biodisponibilidad es definida como el grado de interacción de los compuestos o 
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contaminantes con los microorganismos (Harms et al., 2010). Por lo tanto, los 

hidrocarburos del petróleo difieren entre sí por su susceptibilidad al ataque microbiano, la 

susceptibilidad de los hidrocarburos a la degradación generalmente es considerada en el 

siguiente orden: alcanos lineales> alcanos ramificados> aromáticos pequeños> ciclo 

alcanos> hidrocarburos aromáticos policíclicos. Cabe destacar que los hidrocarburos de 

alto peso molecular, generalmente, hidrocarburos aromáticos policíclicos no son 

completamente mineralizados (Ulrici, 2000). Particularmente, los alcanos son 

hidrocarburos saturados y son los principales constituyentes del petróleo en un 20 a 25% 

(Ulrici, 2000), de aquí la importancia de estudiar y entender la biodegradación, sus 

alcances y consecuencias. El hexadecano (HXD) es considerado como un compuesto 

modelo representativo de los alcanos y en este trabajo también fue utilizado como una 

molécula modelo. 

Se ha aislado y reportado un gran número de microorganismos con la capacidad para 

degradar hidrocarburos. En la Tabla 2.2.1., se muestran los principales géneros 

microbianos que son capaces de utilizar alcanos como única fuente de carbono y 

energía. Como se aprecia, los alcanos son degradados principalmente por bacterias, 

hongos y levaduras, destacando los géneros Acinetobacter y Pseudomonas como los 

más estudiados (van Beilen et al., 2003; Throne-Holst et al., 2007).  

 
Tabla 2.2.1. Principales géneros microbianos capaces de utilizar alcanos como fuente de 

carbono. 
Bacterias Levaduras Hongos Algas 

Achromobacter Candida Aspergillus Prototheca 
Acinetobacter Cryptococcus Cladosporium  
Alcanivorax Debaryomyces Corollasporium  
Alcaligenes Hansenula Cunninghamella  

Bacillus Pichia Dendryphiella  
Brevibacterium Rhodotorula Fusarium  
Burkholderia Saccharomyces Gliocladium  

Corynebacterium Sporobolomyces Lulworthia  
Flavobacterium Torulopsis Penicillium  
Mycobacterium Trichosporon Varicospora  

Nocardia Yarrowia Verticillium  
Pseudomonas    
Rhodococcus    

Sphingomonas    
Streptomyces    

* Adaptada de van Beilen et al., 2003. 
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La degradación de hidrocarburos puede llevarse a cabo por cultivos microbianos puros y 

cultivos mixtos. En su mayoría, los microorganismos son aislados de sitios contaminados 

y son utilizados como inóculos encaminados a la biorremediación (Supaphol et al., 2006; 

Ito et al., 2008). Inclusive, se ha reportado el diseño y la evaluación de los cultivos mixtos 

para degradar diferentes fracciones del petróleo (Ghazali et al., 2004; Díaz-Ramírez et 

al., 2008).  

Las ventajas de emplear cultivos mixtos en lugar de cultivos puros para la degradación de 

hidrocarburos han sido demostradas, y los beneficios son atribuidos a los efectos 

sinérgicos que se establecen entre los diferentes miembros de los consorcios 

microbianos (Mukred et al., 2008). Las interacciones poblacionales que se establecen en 

un consorcio microbiano y los mecanismos de degradación pueden ser complejos; es 

posible que algunas especies remuevan los metabolitos producidos por otras bacterias, o 

bien, algunas especies sean capaces de degradar compuestos que fueron oxidados 

parcialmente (Ghazali et al., 2004). Además, la presencia de diferentes capacidades 

metabólicas en un cultivo mixto, favorece la degradación de un rango amplio de 

hidrocarburos. Por consiguiente, es importante considerar las rutas metabólicas y los 

sistemas enzimáticos que poseen las cepas para diseñar los cultivos mixtos.  

 

2.3. Principales rutas de biodegradación de alcanos 
 
En la ruta de degradación de alcanos, la alcano monooxigenasa es la enzima clave que 

cataliza la oxidación inicial del metilo terminal del sustrato produciendo un alcohol 

primario: el 1-alcanol. Posteriormente, el alcohol primario es oxidado hasta la obtención 

del ácido graso correspondiente y metabolizado siguiendo la β-oxidación (Whyte et al., 

2002).  

En la Figura 2.3.1., se muestra la ruta de la oxidación terminal de los alcanos y la ruta de 

la oxidación subterminal. Los alcanos de cadena corta son metabolizados también por 

una oxidación subterminal (Ashraf et al., 1994); donde el alcohol secundario se 

transforma a una cetona, para después ser oxidada por una monooxigenasa del tipo 

Baeyer-Villiger a un éster. El éster es hidrolizado por una esterasa a un alcohol y a un 

ácido graso. En algunos casos ambos extremos del alcano son oxidados y se produce un 

ácido dicarboxílico, generalmente esta reacción se lleva a cabo en levaduras y bacterias 

(Scheller et al., 1998). Algunos ejemplos de este tipo de oxidación se ha reportado en 

Penicillium, Bacillus, Pseudomonas y más recientemente en Rhodococcus sp. Q15 (van 

Beilen et al., 2003).  
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Figura 2.3.1. Principales rutas metabólicas en la degradación de alcanos. 
 
2.4. Sistemas enzimáticos que intervienen en la degradación de alcanos 
 

Son varias las enzimas involucradas en la degradación de alcanos. La alcano 

monooxigenasa unida a la membrana fue la primera que se estudió y fue descubierta en 

Pseudomona oleovorans (Baptist et al., 1963). Posteriormente la cepa se renombró como 

Pseudomonas putida. Los estudios bioquímicos demostraron que el sistema alcano 

monooxigenasa está integrado por una alcano hidroxilasa (AlkB) y una cadena de 

transferencia de electrones que contiene a dos proteínas solubles: la rubredoxina (AlkG) 

y la rubredoxina reductasa (AlkT) (Whyte et al., 2002). La rubredoxina reductasa es la 

enzima responsable de la transferencia de electrones a partir del NADH a la rubredoxina, 

empleando como cofactor al FAD y después los electrones se trasfieren a la alcano 

hidroxilasa como se muestra gráficamente en la Figura 2.4.1. 
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Figura 2.4.1. Estructura del sistema enzimático alcano monooxigenasa. 
 

Dependiendo de la longitud de la cadena del alcano se requiere un sistema enzimático 

específico para iniciar la oxidación del sustrato. Se han reportado tres categorías 

principales: (i) para alcanos de C1-C4, la metano monooxigenasa, (ii) para alcanos de 

C5-C16, la alcano monooxigenasa y el citocromo P450, y (iii) para alcanos con una 

cadena mayor a C17 las enzimas son aún desconocidas (van Beilen et al., 2007). La 

identificación de los tres grupos enzimáticos en diferentes géneros bacterianos se 

presenta en la Tabla 2.4.1. Como se observa la alcano monooxigenasa, el citocromo 

P450 y las dioxigenasas son los sistemas enzimáticos que poseen los principales 

géneros bacterianos degradadores de alcanos como: Acinetobacter, Pseudomonas, 

Rhodococcus, Mycobacterium y Alcanivorax. El interés por entender el metabolismo de 

los alcanos ha conducido a desarrollar estudios bioquímicos y análisis de los genes que 

codifican para los sistemas alcano monooxigenasa (alkB) y citocromo P450 (van Beilen et 

al.,  2003). 
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Tabla 2.4.1. Identificación de diferentes sistemas enzimáticos que intervienen en la 
degradación de alcanos. 

Sistema 
enzimático 

Longitud de la 
cadena 

Microorganismo Referencia 

Metano 
monooxigenasa  

C1-C8; alcanos 
halogenados, 
alquenos, 
cicloalcanos. 

Methylococcus, Methylosinus, 
Methylocystis, Methylomonas, 
Methylocella. 

McDonald et 
al., 2006 

Metano 
monooxigenasa   

C1-C5; alcanos 
halogenados, 
alquenos. 

Methylococcus, Methylosinus, 
Methylocystis, Methylobacter, 
Methylomonas, 
Methylomicrobium, etc. 

McDonald et 
al., 2006) 

Alcano 
monooxigenasa 

(AlkB) 

C5-C16; alcanos, 
ácidos grasos, 
alquilbencenos. 

Acinetobacter, Alcanivorax, 
Burkholderia, Mycobacterium, 
Pseudomonas, Rhodococcus, 
etc. 

van Beilen et 
al., 2003 

Citocromo P450 
en eucariotes 

(CYP52, Clase 
II) 

C10-C16; 
alcanos, ácidos 
grasos. 

Candida maltosa, Candida 
tropicalis, Yarrowia lipolytica. 

Iida et al., 2000 

Citocromo P450 
en bacterias 

(CYP153, Clase 
I) 

C5-C16; alcanos, 
cicloalcanos. 

Acinetobacter, Alcanivorax, 
Caulobacter, Mycobacterium, 
Rhodococcus, Sphingomonas, 
etc. 

van Beilen et 
al., 2006 

Dioxigenasa C10-C30, 
alcanos. 

Acinetobacter sp. M-1 Maeng et al., 
1996. 

* Adaptada de van Beilen y Funhoff, 2007. 

 

En la última década, se han identificado más de 60 genes homólogos del gen alkB 

(alcano hidroxilasa) en diferentes cepas bacterianas, en donde las secuencias 

correspondientes a estos genes presentan una alta diversidad entre ellos (van Beilen et 

al., 2003; van Beilen y Funhoff, 2007). Por ejemplo, el gen alkM es un homólogo de alkB 

y se ha identificado en el género Acinetobacter. Ratajczak et al., (1998) fueron los 

primeros en analizar la organización estructural de los genes involucrados en la 

degradación de alcanos en Acinetobacter sp. ADP1. Los resultados de las homologías 

indicaron que alkM pertenece a una nueva familia de proteínas. Inclusive se han 

detectado varias copias del gen alkM en Acinetobacter sp DSM 17874, como alkMa y 

alkMb sugiriendo que estos genes están involucrados en la degradación de alcanos en un 

rango de 10 a 20 átomos de carbono (Throne-Holst et al., 2007).  

La identificación de los genes de la alcano monooxigenasa (alkB y alkM) se ha realizado 

en diferentes sitios contaminados para analizar la distribución y presencia de 

microorganismos con la capacidad para degradar hidrocarburos (Vomberg y Klinner, 

2000). Inclusive, la identificación de estos genes también se ha realizado en ambientes 
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marinos bajo condiciones extremas. Los resultados sugieren que se requieren más 

estudios para la identificación de nuevos genes involucrados en la degradación de 

alcanos (Kuhn et al., 2009).  

 
2.5. El papel de la hidrofobicidad celular en la degradación de hidrocarburos 

 

La mayoría de los microorganismos degradadores de hidrocarburos poseen enzimas 

intracelulares y para comenzar la biodegradación se requiere de la difusión del sustrato, 

desde la fase orgánica a la fase acuosa y después atravesar la pared celular y la 

membrana. La adhesión de las células a las gotas de hidrocarburos puede minimizar la 

distancia de difusión y facilitar la difusión de los sustratos hidrofóbicos al interior de las 

células microbianas (Abbasnezhad et al., 2011). Por lo tanto, la alta hidrofobicidad celular 

es un prerrequisito para la remoción de alcanos por contacto directo (Bredholt et al., 

2002). La hidrofobicidad celular es definida como la afinidad bacteriana a superficies 

hidrofóbicas (Sanin, 2003).  

Cabe destacar que los constituyentes de las superficies celulares influyen en la 

hidrofobicidad de las células, estos incluyen: las fimbrias celulares, la proteína M/ácido 

lipoteicoico, proteína A, prodigiosina, glucosiltransferasa, proteínas de la membrana 

externa, oligosacáridos, lípidos de las membrana externa y la gramicidina (Abbasnezhad 

et al., 2011). Por ejemplo, Acinetobacter venetianus (formalmente Acinetobacter 

calcoaceticus) cepa RAG-1 es capaz de adherirse a las gotas de hidrocarburos mediante 

fimbrias celulares (Rosenberg et al., 1982). En otros trabajos se ha reportado que las 

cadenas de ácido micólico influyen en los cambios de hidrofobicidad celular de bacterias 

corineformes y Rhodococcus spp, así como en su capacidad de adhesión a superficies 

hidrofóbicas (Bendinger et al., 1993). 

Por otra parte, se conocen compuestos con actividad de superficie denominados 

biosurfactantes que son capaces de unirse a las superficies celulares y modificar la 

hidrofobicidad celular (Neu, 1996). En la última década varios estudios han demostrado 

los cambios en la hidrofobicidad celular debido a los biosurfactantes durante la 

degradación de hidrocarburos. Por ejemplo, Al-Tahhan et al., (2000) demostraron que los 

biosurfactantes del tipo ramnolípidos causaron la liberación de los lipopolisacáridos de la 

membrana externa de Pseudomonas aeruginosa, ocasionando un incremento en la 

hidrofobicidad celular. Más tarde, Hua et al., (2003) al evaluar el cambio en el potencial 

zeta de la superficie celular, demostraron que los biosurfactantes producidos por Candida 

antarctica modificaron su hidrofobicidad celular. 
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Estudios recientes se han enfocado a evaluar la hidrofobicidad celular  de los 

microorganismos degradadores de hidrocarburos y determinar el papel que juega en la 

degradación. Por ejemplo, Obuekwe et al., (2007) evaluaron la hidrofobicidad celular de 

varias generaciones de Paenibacillus sp. R0032A y Burkholderia cepacia que 

normalmente son poblaciones hidrofóbicas, y observaron una disminución en la 

hidrofobicidad celular a lo largo de las diferentes generaciones y como consecuencia en 

la degradación del petróleo, HXD y fenantreno.   

Cabe destacar que los cambios en la hidrofobicidad de los cultivos bacterianos puros han 

sido ampliamente estudiados, pero para cultivos mixtos son pocos los estudios. Por 

ejemplo, Obuekwe et al., (2009) observaron una fuerte correlación entre la hidrofobicidad 

celular y la biodegradación de hidrocarburos por cultivos bacterianos puros. De igual 

manera, Kaczorek et al., (2008) reportaron una correlación entre la modificación de la 

hidrofobicidad celular y la degradación de hidrocarburos, observando diferencias muy 

marcadas entre bacterias y levaduras. Sin embargo, Owsianiak et al., (2009) no 

encontraron una correlación entre la hidrofobicidad celular y la biodegradación de diesel 

por 218 consorcios microbianos. En el caso de Cavalca et al., (2008) observaron cambios 

en la hidrofobicidad celular de dos cultivos bacterianos mixtos y de sus aislados; 

concluyendo que estos cambios pudieron estar relacionados con la degradación del 

fenantreno. Además destacaron que las modificaciones en la hidrofobicidad de los 

cultivos mixtos no fueron tan evidentes como en los aislados. Por lo tanto, los cambios en 

la hidrofobicidad celular de los cultivos mixtos es un fenómeno complejo y difícil de 

explicar. Owsianiak et al., (2009) mencionan que varios factores pueden influir, tales 

como: la presencia de cepas con diferente hidrofobicidad celular, la biodisponibilidad del 

sustrato y los mecanismos de remoción que prevalezcan. Por consiguiente, resultaría 

interesante estudiar las estrategias que emplean los integrantes de un cultivo mixto frente 

a sustratos hidrofóbicos. Así como los factores físicos que modifican la hidrofobicidad 

celular tanto de los cultivos puros como mixtos. 

  

2.6. El papel de los biosurfactantes en la degradación de hidrocarburos 

 

Los biosurfactantes son moléculas anfifílicas, es decir, poseen una porción hidrofílica y 

una porción hidrofóbica. Se caracterizan por tener propiedades de superficie que 

modifican la tensión superficial e interfacial. Forman emulsiones que permiten solubilizar 

la fase orgánica, como los hidrocarburos, en la fase acuosa que los contiene (Desai y 

Banat, 1997).  
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Los biosurfactantes tienen ventajas con respecto a los surfactantes químicos debido a su 

baja toxicidad, alta biodegradabilidad y mejor compatibilidad con el medio ambiente. 

Además, los biosurfactantes poseen una alta selectividad y actividad a temperaturas altas 

(50°C), así como a valores de pH en un rango de 4.5 a 9.0 y altas concentraciones 

salinas (50 g/L de NaCl) (Ron y Rosenberg, 2001).  

Se conocen diferentes métodos para la detección de cepas productoras de 

biosurfactantes, Desai y Banat, (1997) distinguieron cuatro métodos rápidos: la prueba 

del colapso de la gota, la técnica de cromatografía en capa fina, métodos colorimétricos y 

la estimación del índice de emulsificación (E-24). Todos los métodos de detección de 

biosurfactantes dependen de la estructura química del biosurfactante.  

Los biosurfactantes se clasifican en cuatro grupos dependiendo de su estructura química, 

y se detallan en la Tabla 2.6.1. Como se aprecia en la Tabla 2.6.1., se distinguen 

biosurfactantes de cuatro tipos: a) glicolípidos, b) lipopéptidos y proteínas, c) fosfolípidos 

y ácidos grasos y d) biosurfactantes poliméricos. Se conocen casos particulares de 

biosurfactantes como las vesículas y fimbrias en A. calcoaceticus. Además se aprecia 

que la mayor parte de los microorganismos producen glicolípidos (Desai y Banat, 1997).  

Las funciones de los biosurfactantes dependen de su estructura química y se conocen 

dos mecanismos principales de acción: (i) modificar la hidrofobicidad celular, y (ii) 

promover la solubilización del sustrato, que incluye la pseudosolubilización y 

emulsificación (Bouchez-Naïtali y Vandecasteele, 2008; Vasileva-Tonkova et al., 2008). 

La pseudosolubilización se refiere al incremento de la concentración de los hidrocarburos 

en la fase acuosa mediante la formación de micelas (rodeadas por una capa externa 

hidrofílica) sin llegar a la formación de emulsiones. Este mecanismo favorece la 

transferencia de los hidrocarburos a las células hidrofílicas (Bouchez-Naïtali y 

Vandecasteele, 2008). Por otra parte, la emulsificación consiste en el incremento del área 

superficial de la fase de los hidrocarburos mediante la formación de micelas hasta 

generar una emulsión, y es un mecanismo desarrollado por las células hidrófobicas 

(Bouchez-Naïtali y Vandecasteele, 2008). 
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Tabla 2.6.1. Clasificación de los biosurfactantes en función de su estructura química y de 
los microorganismos que los producen. 

Tipo de biosurfactantes Microorganismo que lo produce 
 

Glicolípidos  
P. aeruginosa 

Ramnolípidos Pseudomonas sp. 

Rhodococcus erythropolis 

Nocardia erythropolis Trehalolípidos 
Mycobacterium sp. 

Torulopsis bombicola 

T. apicola Soforolípidos 
T. petrophilum 

Celobiolípidos Ustilago zeae, U. maydis 

Lipopéptidos y lipoproteínas  
Lipopétidos Bacillus licheniformis 

Viscosina P. fluorescens 

Surfactina B. subtilis 

Gramicidina B. brevis 

Ácidos grasos y fosfolípidos  

Ácidos grasos Corynebacterium lepus 

Lípidos neutros N. erythropolis 

Fosfolípidos Thiobacillus thiooxidans 

Biosurfactantes poliméricos  

Emulsan Acinetobacter calcoaceticus 

Biodispersan A. calcoaceticus 

Liposan Candida lipolytica 

P. fluorescens 
Carbohidratos-proteínas- lípidos 

Debaryomyces polymorphis 

*Adaptada de Desai y Banat, 1996. 
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Los biosurfactantes que modifican la hidrofobicidad celular, se unen a la parte hidrofóbica 

de la capa externa de la superficie celular. En el caso de las bacterias Gram positivas, los 

biosurfactantes se unen a la pared celular y en las bacterias Gram negativas, los 

biosurfactantes se unen a la membrana externa (Neu, 1996).  

Diversos estudios han demostrado que la modificación de la hidrofobicidad celular se 

debe a la presencia de los biosurfactantes, que en su mayoría son del tipo de los 

ramnolípidos (Al-Tahhan et al., 2000; Hua et al., 2003). Sin embargo, Bredholt et al., 

(2002) observaron que los bioemulsificantes producidos por Rhodococcus sp. 094 eran 

los responsables de modificar su hidrofobicidad celular al emplear diferentes 

hidrocarburos. Por consiguiente, tanto biosurfactantes como bioemulsificantes pueden 

modificar la hidrofobicidad celular de las cepas. 
Dentro de los estudios relacionados a la pseudosolubilización y emulsificación de los 

hidrocarburos, Goswami et al., (1994) reportaron que Pseudomonas cepacia N1 produjo 

glicoproteínas específicas relacionadas con la pseudosolubilización del HXD; mientras la 

emulsificación del HXD estuvo relacionada con la actividad de las lipoproteínas. Más 

tarde, Bredholt et al., (2002) demostraron que los bioemulsificantes responsables de las 

modificaciones en la hidrofobicidad celular de Rhodococcus sp. 094, también estuvieron 

involucrados en la emulsificación de diferentes constituyentes del petróleo. 

Recientemente, Bouchez-Naïtali et al., (2008) evaluaron las capacidades de 

pseudosolubilización y emulsificación de los biosurfactantes producidos por 

Pseudomonas aeruginosa GL1 y Rhodococcus equi Ou2 al crecer en HXD, y concluyeron 

que el papel de los biosurfactantes dependió de la hidrofobicidad celular. 

Por lo tanto, el estudio detallado de los modos de acción de los biosurfactantes puede 

ayudar a explicar su papel en la degradación de hidrocarburos; así como a definir los 

mecanismos de remoción de alcanos, tanto en cultivos bacterianos puros como en 

cultivos mixtos. 

 
2.7. Mecanismos de remoción de alcanos 
 

Las tasas de remoción de los hidrocarburos en medios acuosos son limitadas por su alta 

hidrofobicidad y baja solubilidad en agua, por ejemplo la solubilidad del hexadecano en 

agua a 25˚C es de 9x10-4 mg/L (Abalos et al., 2004). La remoción y utilización de 

sustratos hidrofóbicos requiere de adaptaciones fisiológicas específicas y las bacterias 

han desarrollado diferentes estrategias para la interacción con este tipo de compuestos. 

Particularmente, Bouchez-Naïtali et al., (1999) estudiaron y seleccionaron las 

propiedades fisiológicas de diferentes bacterias para definir los mecanismos de remoción 
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de HXD. Los criterios fueron: la tensión superficial e interfacial, la hidrofobicidad, y la 

producción de biosurfactantes. Por lo tanto, para alcanos de cadena larga se han 

reportado dos mecanismos generales de remoción: (i) el contacto directo (también 

conocido como contacto interfacial), consiste en el contacto de las células con las gotas 

de hidrocarburos, y (ii) la remoción mediada por la producción de biosurfactantes, que 

tiene como objetivo incrementar la concentración de los hidrocarburos en la fase acuosa 

(Bouchez-Naïtali et al., 2001; van Hamme y Ward, 2001).  

Relacionado con el contacto directo, se han distinguido dos tipos de interacciones: la 

adhesión de las células con gotas muy pequeñas de hidrocarburos solubles,  donde la 

remoción del sustrato generalmente es por difusión o por transporte activo (Naoyuki et al., 

2004). La segunda interacción, es la adhesión de células hidrofóbicas con gotas más 

grandes de hidrocarburos (Beal y Betts, 2000). 
Diversos estudios se han centrado en la caracterización de los mecanismos de remoción 

de HXD por cultivos puros. Por ejemplo, Bouchez-Naïtali et al., (1999), concluyeron que 

la remoción de HXD por contacto directo fue el mecanismo predominante en el 47% de 

las cepas evaluadas. En otro estudio, Noordman y Janssen, (2002) demostraron que los 

ramnolípidos estimularon la remoción de HXD por Pseudomonas aeruginosa UG2, 

indicando que la remoción mediada por biosurfactantes fue el mecanismo predominante. 

Por otra parte, Beal y Betts (2000) reportaron que tanto el contacto directo como la 

remoción mediada por biosurfactantes fueron evidentes en la remoción de HXD por 

Pseudomonas aeruginosa PG201. De manera similar, Vasileva-Tonkova et al., (2008) 

reportaron que cerca del 67% de las cepas bacterianas evaluadas emplearon ambos 

mecanismos para la remoción de HXD.  

En cuanto a estudios relacionados con la caracterización de los mecanismos de remoción 

de hidrocarburos por cultivos mixtos, Cavalca et al., (2008) observaron cambios en la 

hidrofobicidad celular de dos cultivos mixtos y de sus aislados durante la degradación de 

fenantreno y HXD, sugiriendo que el contacto directo fue importante para la remoción de 

sustratos hidrofóbicos. Recientemente, Kaczorek et al., (2008), demostraron que la 

modificación en la hidrofobicidad celular del cultivo mixto constituido por Pseudomonas 

sp. y Bacillus sp. dependió de la adición de ramnolípidos y saponinas, sugiriendo que 

tanto el contacto directo como la remoción mediada por biosurfactantes se desarrollaron. 

Por otra parte, Owsianiak et al., (2009) reportaron que la efectividad en la remoción 

mediada por biosurfactantes en un cultivo mixto, depende de la especificidad de los 

microorganismos y no del tipo de biosurfactante, es decir, de las propiedades fisiológicas 
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y de las asociaciones poblacionales que se establecen entre los miembros de un cultivo 

mixto. 

El uso de cultivos mixtos para la biodegradación de hidrocarburos es cada vez más 

frecuente. Sin embargo, la caracterización de los mecanismos de remoción en estos 

cultivos resulta difícil, debido a que se utilizan sistemas multiespecies. Por lo tanto, el 

estudio detallado de las capacidades metabólicas de cada uno de los integrantes del 

cultivo y la evaluación de las propiedades fisiológicas (hidrofobicidad celular y producción 

de biosurfactantes) de los aislados, podría ayudar a definir los mecanismos de remoción 

de hidrocarburos por cultivos mixtos.  

 

2.8. Alcance del estudio  
 

La biodegradación de hidrocarburos es un tema ampliamente estudiado, en la Base de 

datos: ISI Web of Knowledge se registraron 23 117 publicaciones en este tema desde 

1982 hasta 2012. En la Tabla 2.8.1. se presenta un análisis de los trabajos publicados y 

citados relacionados con la degradación de hidrocarburos por cultivos puros y mixtos. Se 

muestran también los trabajos orientados a evaluar el papel de la hidrofobicidad celular y 

de los biosurfactantes en la degradación de hidrocarburos. En este análisis se incluye el 

índice h, es un factor que indica el número de publicaciones con respecto a un tema, 

citado el mismo número de veces. Como se muestra en la Tabla 2.8.1., se registra un 

gran número de publicaciones relacionadas con la degradación de hidrocarburos por 

cultivos puros (262) y mixtos (412). El empleo de cultivos mixtos ha sido creciente, y los 

trabajos han alcanzado el mayor número de citas en el 2011 (900 citas), lo que indica que 

es un tema relevante y actual.  Uno de los retos en la degradación de hidrocarburos es la 

caracterización de los mecanismos de remoción empleando cultivos mixtos, ya que, 

desde hace más de 50 años se han estudiado estos mecanismos pero en cultivos puros. 

Cabe destacar que la investigación de los mecanismos de remoción se retomó en el 

2008, alcanzando el mayor número de citas en el 2010. De igual forma, el tema de los 

biosurfactantes ha ganado interés en los últimos años, de aquí la importancia de 

identificar nuevas cepas bacterianas productoras de biosurfactantes. 

En México se ha registrado un total de 159 publicaciones enfocadas a la degradación de 

hidrocarburos. Las primeras publicaciones datan desde 1995 y el mayor número de 

artículos publicados se alcanzó en el 2010. Cabe destacar que 3 de estas publicaciones 

incluyen la evaluación de los biosurfactantes, y 10 trabajos demuestran las ventajas de 

emplear cultivos mixtos para la degradación de hidrocarburos. La mayoría de estos 
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trabajos se han desarrollado en instituciones como la UNAM, UAM, Cinvestav-IPN, la 

Universidad Autónoma de Chihuhua y el IMP. Sin embargo, no se conocen trabajos 

relacionados a la caracterización de los mecanismos de remoción de hidrocarburos en 

México. De aquí la importancia de estudiar a detalle la degradación de hidrocarburos por 

cultivos mixtos considerando la hidrofobicidad celular, las actividades metabólicas de los 

cultivos y la capacidad para producir biosurfactantes. 

 

Tabla 2.8.1. Análisis de los trabajos publicados y citados en los últimos 30 años 
relacionados con la degradación de hidrocarburos. 

Palabra de 
búsqueda 

Total de 
publicaciones 

Total 
de 

citas 

Año de la 
primera 

publicación 

Año de mayor 
publicación 

Año de 
mayor 

número 
de citas 

Índice 
h 

Hydrocarbon 

degradation 
23 117      

Hydrocarbon 

degradation 

AND pure 

cultures 

262 7811 1976 
2004 

(7 publicaciones) 

2011 
(800 citas) 

47 

Hydrocarbon 

degradation 

AND mixed 

cultures 

412 9362 1976 
2008 

(8 publicaciones) 

2010-

2011 
(900 citas) 

50 

Hydrocarbon 

degradation 

AND cell 

surface 

hydrophobicity 

91 1326 1995 
2011 

(12 publicaciones) 

2011 
(250 citas) 

20 

Hydrocarbon 

degradation 

AND 

biosurfactants 

295 5859 1984 
2011  

(24 publicaciones) 

2010-

2011 
(900 citas) 

43 

Mechanisms of 

hexadecane 

uptake 

25 671 1986 
2008 

(3 publicaciones) 

2010 
(100 citas) 

11 

Hydrocarbon 

degradation 

AND Mexico 

159 1591 1995 
2010 

(9 publicaciones) 

2010-

2011 
(250 citas) 

21 
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La remediación de sitios contaminados con hidrocarburos es de gran interés en México 

por ser un país con actividad petrolera. Los derrames de petróleo son frecuentes durante 

la extracción, procesamiento y transporte. Ante esto, la biorremediación se constituye 

como una alternativa viable aceptada a nivel mundial. El empleo de cultivos mixtos 

bacterianos ofrece varias ventajas en comparación con los cultivos puros, debido a que 

coexisten diferentes capacidades metabólicas. Por tal motivo, el interés por diseñar y 

obtener consorcios bacterianos con potencial degradador es cada vez mayor.  

Las cepas bacterianas emplean diferentes estrategias para la degradación de 

hidrocarburos dada su naturaleza hidrofóbica, tales como: la producción de 

biosurfactantes y la modificación en sus propiedades de superficie. Inclusive estas 

estrategias pueden cambiar en presencia de otras cepas bacterianas. En el caso de los 

cultivos puros, las enzimas involucradas en la oxidación de los hidrocarburos, las 

propiedades de superficie (hidrofobicidad celular) y los mecanismos de remoción de 

hidrocarburos se han estudiado a detalle. Sin embargo, los estudios enfocados a evaluar 

los factores que intervienen en la degradación de hidrocarburos por cultivos mixtos son 

escasos. La mayoría de los trabajos se enfocan a diseñar cultivos mixtos y evaluar su 

capacidad de degradación, sin caracterizar las capacidades individuales de los miembros 

y estudiar los mecanismos de remoción que utiliza el conjunto de microorganismos. Esto 

ha ocasionado que el diseño de los cultivos mixtos, empleados para la biorremediación, 

no siempre sea eficiente. 

Por lo tanto, el conocimiento de la capacidad de degradación de hidrocaburos y las 

propiedades fisiológicas de los cultivos puede ayudar a seleccionar cultivos mixtos 

eficientes y utilizarlos en la biorremediación de sitios contaminados. 
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Los cambios en la hidrofobicidad celular, la producción y actividad de los biosurfactantes 

determinan las diferencias en los mecanismos de remoción de hexadecano empleados 

por los cultivos puros y mixtos. 
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Objetivo general 

 
 

 

Determinar los mecanismos de remoción de hexadecano empleados por los cultivos 

puros y mixtos, derivados de un consorcio bacteriano, durante la degradación de 

hexadecano. 

 
 

Objetivos particulares 
 

 Identificar las cepas que integran el consorcio bacteriano mediante la 

secuenciación del gen ribosomal RNAr 16S. 

 

 Evaluar la degradación de HXD por cultivos puros y mixtos derivados de un 

consorcio bacteriano. 

 

 Identificar diferentes genotipos del gen alk en los cultivos puros derivados del 

consorcio bacteriano. 

 

 Identificar las cepas productoras de biosurfactantes y evaluar la capacidad de los 

biosurfactantes para pseudosolubilizar y emulsificar HXD. 

 

 Evaluar los cambios en la hidrofobicidad celular de los cultivos puros y mixtos 

durante la degradación de HXD. 

 

 Determinar los mecanismos de remoción de HXD en los cultivos puros y mixtos. 
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El trabajo experimental comenzó con el aislamiento de las cepas bacterianas a partir del 

muestreo de un biorreactor de columna de burbujas, inoculado con una suspensión 

bacteriana aislada de la rizósfera de Cyperus laxus Lam. Posteriormente, se realizó la 

identificación bacteriana mediante la secuenciación del gen RNAr 16S.  
Como parte de los objetivos particulares de este proyecto, se evaluó la degradación de 

HXD tanto de los cultivos puros como mixtos y se generó un conjunto de cinéticas de 

degradación de HXD y crecimiento bacteriano. En el caso de los cultivos puros, se 

identificaron los genes catabólicos alkB y alkM. Además, se emplearon diferentes 

métodos para detectar y cuantificar los biosurfactantes producidos. 

Con base en los resultados obtenidos de los cultivos puros y mixtos, se evaluaron las 

propiedades fisiológicas de los cultivos considerando: los cambios en la hidrofobicidad 

celular y la capacidad de los biosurfactantes para pseudosolubilizar y emulsificar HXD. 

Finalmente, se determinaron y compararon los mecanismos de remoción de HXD entre 

los cultivos puros y mixtos. 
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Figura 6.1. Estrategia experimental global para el desarrollo de la tesis.
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7.1. Medios de cultivo 

 
Para el aislamiento y propagación de las cepas bacterianas se empleó agar soya 

tripticaseína (AST, Bioxon) y caldo nutritivo (CN, Bioxon). Los estudios de degradación de 

HXD se llevaron a cabo empleando medio mineral salino (MMS) descrito por Lizardi, 

(2007). Los componentes del medio fueron (en g/L): NaNO3, 6.75; K2HPO4, 2.15; KCl, 

1.13; MgSO4 .7H2O, 1.10; HXD, 13 (HXD grado reactivo 99% Sigma Aldrich) y agua 

destilada estéril. El  pH inicial fue ajustado a 6.5 con una solución de HCl 1N. Los medios 

fueron esterilizaron en una autoclave a 121°C durante 15 min.  

 

7.2. Aislamiento de las cepas bacterianas 
 
Se tomaron muestras (10 mL) de un biorreactor de columna (1.0 L) operado en ciclos 

secuenciales de 14 días con HXD como única fuente de carbono y energía (Quijano et 

al., 2010). El biorreactor fue inoculado inicialmente con una suspensión bacteriana 

aislada de la rizósfera de Cyperus laxus Lam, una planta nativa capaz de crecer en un 

pantano contaminado con residuos petroleros (270 000 ppm de hidrocarburos totales del 

petróleo) cerca de una refinería en operación en el sur del Estado de Veracruz, México 

(Gallegos-Martínez et al., 2000). Las muestras del biorreactor se diluyeron empleando 

solución salina al 0.85%. Posteriormente, se tomaron alícuotas de 100 µL y se sembraron 

en cajas de Petri con medio AST. Las cajas se incubaron a 30°C y se observó el 

crecimiento bacteriano después de 48 h. Las colonias con morfología diferente fueron 

resembradas para obtener las cepas puras. Se obtuvieron cuatro cepas bacterianas y se 

depositaron en la colección de cultivos microbianos de la Escuela Nacional de Ciencias 

Biológicas del IPN, ENCB-IPN WDCM449.  

 
7.3. Identificación molecular de las cepas bacterianas 

7.3.1. Extracción de DNA 

 

Las cepas bacterianas aisladas se sembraron de manera independiente en matraces 

Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL del medio CN. Los cultivos se incubaron (30°C; 200 

rpm; 48 h) en un agitador cerrado rotatorio (Shaker Series I 26; New Brunswick Scientific 

Co. NY, USA). El DNA se extrajo con el kit comercial Wizard (Promega, Madison, WI, 

USA). El DNA aislado se resuspendió en buffer TE (Tris-HCl [10 mM] y EDTA [1 mM], pH 
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8.0) y se conservó a -20°C hasta su uso. Los extractos de DNA se visualizaron en geles 

de agarosa.  

7.3.2. Amplificaciones por PCR y DGGE 

 

Con el objetivo de analizar las diferencias en los operones rrn y confirmar que las cuatro 

cepas eran diferentes, se realizó la amplificación de la región V6-V8 del gen RNAr 16S 

(470 pb) utilizando el método y las condiciones descritas por Ramírez-Saad et al., (2000). 

Los productos se visualizaron por DGGE basándose en el procedimiento de Muyzer et 

al., (1996); mientras que la tinción y la conservación del gel fue realizada de acuerdo a 

las técnicas de Sanguinetti et al., (1994). Posteriormente, se realizó la amplificación casi 

completa del gen RNAr 16S (aproximadamente 1450 pb) utilizando los primers y 

condiciones descritas por Ramírez-Saad et al., (2000). Los productos seleccionados para 

secuenciación se purificaron con el kit comercial System Montage SEQ Cleanup (Millipore 

Corp, Billerica, MA, USA).  

7.3.3. Análisis de secuencias 

 

Los productos del gen RNAr 16S fueron secuenciados por servicios externos (Macrogen 

Inc., Korea) y las secuencias se analizaron con las siguientes herramientas 

bioinformáticas: (i) Identify tool del Ez Taxon Server, versión 2.1 (Chun et al., 2007); (ii) 

Classifier tool del Ribosomal Database Project-II Release 9 (Cole et al., 2009). 

Posteriormente, para buscar las similitudes de las secuencias se utilizó el programa Mega 

versión 2.1 (Kumar et al., 2008). Finalmente, las secuencias se registraron en el 

GenBank. 

 

7.4. Cinéticas de degradación por cultivos puros y mixtos 
 
Los estudios de degradación se desarrollaron en botellas serológicas de 125 mL con 50 

mL de MMS inoculadas con volúmenes variables de los cultivos puros (previamente 

cultivadas en CN) para obtener una concentración inicial de 1x106 UFC/mL. Los 

preinóculos se sembraron en el medio CN debido a que una de las cepas no fue capaz 

de crecer en HXD como única fuente de carbono y energía. Se diseñaron cultivos mixtos 

de dos, tres o cuatro cepas en las siguientes proporciones: 1:1, 1:1:1 o 1:1:1:1, y se 

mezclaron los volúmenes de los preinóculos (20-30 µL de cada cultivo) para obtener una 

concentración total inicial de 1x106 UFC/mL. Los cultivos puros y mixtos se incubaron en 
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un agitador rotatorio (30°C; 200 rpm; 15 días) y se tomaron muestras a los 0, 2, 5, 10 y 15 

días. En todas las muestras se determinó el crecimiento celular, la concentración de 

HXD, la hidrofobicidad celular, la capacidad de pseudosolubilización y emulsificación. Los 

análisis se realizaron por triplicado y se emplearon botellas serológicas sin inóculo como 

controles negativos.  

 
7.5. Identificación de genes catabólicos 

7.5.1. Gen alkB 

 

La extracción del DNA de los cultivos bacterianos y de Pseudomonas oleovorans ATCC 

29347 (empleada como control positivo) se realizó bajo las condiciones descritas en la 

sección 7.3.1. En seguida, se realizó la amplificación del gen alkB por PCR, el volumen 

de la reacción fue de 25 µL y se utilizaron los primers y las condiciones descritas por 

Vomberg y Klinner, (2000). En la Tabla 7.5.1.1 se muestran los componentes de la 

reacción de PCR y en la Tabla 7.5.1.2 las condiciones para obtener un producto de 

amplificación de 870 pb. 

Los extractos de DNA y productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1%, la 

electroforesis se desarrolló a 90V durante 1.5 h. Posteriormente, los geles se tiñeron con 

bromuro de etidio (10 µg/mL) y se visualizaron en un fotodocumentador a 254 nm (Mod. 

UVP Biolmaging Systems). 

 
Tabla 7.5.1.1. Componentes de la reacción de PCR para amplificar el gen alkB. 

Componente Volumen 

PCR Master Mix 2X 

(50 U/mL Taq DNA polimerasa 

100 µM de cada dNTP’s 

3 mM MgCl2) 

12.5 µL 

Primer forward alkB2-1e (10 µM)* 1.54 µL 

Primer reverse alkB- ri (10 µM)** 1.74 µL 

DNA molde 1- 2 µL 

Agua libre de nucleadas Ajustar a 25 µL 

Secuencias de los primers: 

*alkB2-le 5’- TGG CCG GCT ACT CCG ATG ATC GGA ATC TGG - 3’ 

**alkB2-ri 5’- CGC GTC CTG ATC CGA GTG CCG CTG AAG GTG - 3’ 



Materiales y métodos 

_______________________________________ 

 48 

Tabla 7.5.1.2. Condiciones para la amplificación del gen alkB por PCR.  
Etapa Temperatura Tiempo Repeticiones 

Desnaturalización 

inicial 

94°C 1 min 1 

Desnaturalización 94°C 1 min 

Alineamiento 50°C 1 min 

Extensión 72°C 2 min 

 

30 

Extensión final 72°C 10 min 1 

 

7.5.2. Estabilidad del gen alkB 

 

La evaluación de la presencia y estabilidad del gen alkB a lo largo de varias generaciones 

de los cultivos bacterianos fue realizada en nuestro laboratorio por Miton, (2008). En la 

Figura 7.5.2.1 se muestra, de manera esquemática, las diferentes etapas que se 

utilizaron en estos experimentos. Los cultivos bacterianos se sembraron en cajas de Petri 

con el medio AST, después se extrajo el DNA de la primera generación y se realizó la 

amplificación del gen alkB. Posteriormente, los cultivos fueron sembrados varias 

ocasiones hasta obtener quince generaciones en cajas con medio AST, se repitió la 

extracción y la amplificación del gen alkB en cada una de las generaciones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
Figura 7.5.2.1. Esquema de trabajo para determinar la estabilidad del gen alkB en quince 
generaciones de los cultivos bacterianos creciendo en AST. 

 
     

G1 G2 G15 G3 G4 G…. 
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7.5.3. Gen alkM 

 

La amplificación del gen alkM se desarrolló por PCR utilizando como DNA molde los 

extractos de los cultivos bacterianos. El volumen de la reacción fue de 25 µL y se 

diseñaron primers degenerados, basándose en la secuencia de los genes alkM de cepas 

del género Acinetobacter. En la Tabla 7.5.3.1 se muestran los componentes de la 

reacción de PCR y en la Tabla 7.5.3.2 las condiciones para obtener un producto de 

amplificación de 900 pb. 

Los extractos de DNA y productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1%, la 

electroforesis se desarrolló a 110V durante 20 min. Posteriormente, los geles se tiñeron 

con bromuro de etidio (10 µg/mL) y se visualizaron en un fotodocumentador a 254 nm 

(Kodak EDAS 290, Mod. MEB-20).  

 

Tabla 7.5.3.1. Componentes de la reacción de PCR para amplificar el gen alkM.  
Componente Volumen 

Agua mili Q 18.3 µL 

Buffer 10X (contiene MgCl2) 2.5 µL 

dNTP’s (10mM de cada dNTP) 1 µL 

Primer forward alkM-2 1 µL 

Primer reverse alkM- 1r 1 µL 

Taq DNA polimerasa 0.2 µL 

DNA molde 1 µL 

 
Tabla 7.5.3.2. Condiciones para la amplificación del gen alkM por PCR. 

Etapa Temperatura Tiempo Repeticiones 

Desnaturalización 

inicial 

94°C 10 min 1 

Desnaturalización 94°C 1 min 

Alineamiento 54, 58°C 1 min 

Extensión 72°C 1 min 

 

35 

Extensión final 72°C 7 min 1 
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7.6. Pruebas para la detección y cuantificación de biosurfactantes 

7.6.1. Tensión superficial 

 

La tensión superficial de los cultivos se determinó con un tensiómetro de burbuja 

(SensaDyne; Chem-Dyne Research Corporation; Arizona, USA) a una temperatura 

constante de 25°C y se emplearon como fluidos de referencia agua destilada y etanol.  

 

7.6.2. Colapso de la gota 

 
Una técnica cualitativa para determinar la presencia de biosurfactantes fue el colapso de 

la gota y se determinó mediante el método de Bodour y Miller-Maier, (1998) con las 

siguientes modificaciones: en una placa de poliestireno (12.7 x 8 cm) con 96 micropocillos 

(8 mm de diámetro) se aplicó una fina capa de aceite lubricante 15W-40 (10 µL  por 

micropocillo). La placa se colocó a temperatura ambiente durante 24 h; transcurrido el 

tiempo se colocaron 10 µL de los cultivos bacterianos en cada uno de los micropocillos. 

La presencia de biosurfactantes fue positiva cuando se observó la dispersión de la gota 

en el micropocillo, y negativo cuando la gota quedó intacta. Se utilizó como testigo 

negativo la gota de agua destilada. 

 

7.6.3. Desplazamiento del petróleo 

 

La concentración de biosurfactantes en los caldos de cultivo se cuantificó de acuerdo al 

método descrito por Morikawa et al., (2000) con las siguientes modificaciones: se 

adicionaron 25 µL de petróleo crudo Maya (cortesía del Instituto Mexicano del Petróleo) a 

una caja Petri con 25 mL de agua destilada, para formar una fina capa de petróleo. 

Posteriormente, se agregaron 10 µL del cultivo sobre la superficie de petróleo. La 

actividad de los biosurfactantes fue determinada como el área de petróleo desplazada y 

se correlacionó con la concentración de biosurfactantes empleando el surfactante 

químico Tween 20 (Hycel, México). Se preparó una curva estándar de Tween 20 en un 

rango de concentraciones de 0.03 a 0.66 g/L, todas las determinaciones se realizaron por 

triplicado. 
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7.7. Métodos analíticos 

 

7.7.1. Crecimiento bacteriano  

 

Se realizaron cuentas viables de cada una de las muestras empleando cajas Petri con 

AST. Las cajas se incubaron a 30°C y el conteo de las colonias se realizó después de 48 

h. El crecimiento bacteriano se expresó como unidades formadoras de colonia (UFC).  

 

7.7.2. Concentración de hexadecano  

 

Las muestras de los cultivos puros y mixtos se centrifugaron en tubos Corex a 8 000 rpm 

durante 30 min (Eppendorf; Centrifuge 5810 R; Hamburgo, Alemania). Posteriormente, se 

realizó una extracción líquido-líquido de los sobrenadantes (35 mL) con una mezcla de 

hexano-acetona (1:1 v/v) en embudos de separación. La mezcla hexano-acetona fue 

utilizada porque se obtuvieron eficiencias de extracción del 98%. La extracción se 

desarrolló empleando una proporción sobrenadante-muestra 1:1 (v/v). Los embudos se 

mantuvieron a temperatura ambiente durante 30 min hasta la separación visible de las 

fases (acuosa y orgánica). El HXD recuperado fue cuantificado por cromatografía de 

gases (Varian; Star 3900 GC; California, USA) empleando un detector de ionización de 

flama y una columna AT-1HT (15 m x 0.25 mm x 0.10 µm, Alltech Heliflex, Illinois, USA). 

Se empleó helio como gas acarreador (30 mL/min; 40 psi). El horno fue calentado a 120 

°C (30 °C min-1) y después se alcanzó una temperatura de 150°C (10°C min-1) y 170°C 

(15°C min-1), el volumen de inyección fue de 2 µL.  

 

7.7.3. Hidrofobicidad celular 

 

La hidrofobicidad celular fue definida como la adherencia bacteriana al HXD y fue 

determinada de acuerdo al método de Bouchez-Naïtali et al., (1999) con las siguientes 

modificaciones: se tomaron 1.5 mL del cultivo bacteriano y se centrifugaron en tubos 

Eppendorf (8 000 rpm; 30 min). El pellet celular se lavó dos veces con un buffer de 

fosfatos 1M pH 7 para obtener una suspensión celular y se ajustó la DO600nm a 0.5 

(Varian; Cary 50 Con UV-Vis; Santa Clara, CA, USA). Posteriormente, se mezclaron 75 

µL de HXD con 1.5 mL de la suspensión celular, se agitó en un vórtex durante 3 min y se 
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dejó reposar hasta la separación de las fases. Finalmente, se midió la DO600nm de la fase 

acuosa y la hidrofobicidad celular fue expresada como el porcentaje de adherencia al 

HXD. Las células se consideraron hidrofílicas cuando la adherencia fue menor al 10%, e 

hidrofóbicas con una adherencia mayor al 60% (Bouchez-Naïtali et al. 1999). 

 

7.7.4. Capacidad de pseudosolubilización 

 

La capacidad de los biosurfactantes para pseudosolubilizar HXD en la fase acuosa se 

determinó por el método de Bouchez-Naïtali y Vandecasteele, (2008) con las siguientes 

modificaciones: se mezcló 1 mL de HXD con10 mL de sobrenadante libre de células y se 

agitó a una velocidad constante de 200 rpm durante 24 h a 30°C. Posteriormente, las 

muestras se centrifugaron (8 000 rpm, 3 h) y las fases acuosas se filtraron dos veces 

(0.22 µm Nalgene filters). Las fases acuosas fueron extraídas con una mezcla de hexano-

acetona (1:1 v/v) y la concentración de HXD pseudosoluble se determinó por 

cromatografía de gases con las condiciones previamente descritas. 

 

7.7.5. Capacidad de emulsificación 

 

La capacidad de los biosurfactantes para emulsificar HXD se determinó por el método de 

Bouchez-Naïtali y Vandecasteele, (2008) con las siguientes modificaciones: 1 mL de 

sobrenadante libre de células se mezcló con 200 µL de HXD, se agitó en un vórtex 

durante 2 min y se midió la DO600 nm a las 2 y 24 h.  

 

7.8. Análisis estadísticos 

 

Se realizó el análisis de varianza de los datos empleando un ANOVA de un solo factor 

(α≤0.5). Se utilizó el paquete estadístico SPSS versión 15.0 (SPSS Inc.; IBM Company; 

Chicago, IL, USA), y los resultados se expresaron como la media de tres réplicas y su 

correspondiente desviación estándar.
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8.1. Aislamiento de las cepas bacterianas  
 

Se aislaron cuatro cepas bacterianas de un biorreactor operado en ciclos secuenciales, 

con HXD como única fuente de carbono. En la Figura 8.1.1, se muestran las 

características macroscópicas y microscópicas de cada cepa aislada. Con base en los 

resultados de la tinción de Gram, se observó que las cuatro cepas fueron bacilos Gram 

negativos. Cabe destacar que la cepa UAM58 se caracterizó por formar colonias 

amarillas translucidas, mientras que la cepa UAM25 formó colonias blancas y viscosas. 

Las colonias anaranjadas translúcidas correspondieron a la cepa UAM38 y las colonias 

cremosas a la cepa UAM86.  

 
(a) Cepa UAM58 

          

(100X) 

           
(b) Cepa UAM25 

 

(100X) 

 
(c) Cepa UAM38 

 

(100X) 

 
(d) Cepa UAM86 

 

(100X) 

 
Figura 8.1.1. Características macroscópicas y microscópicas de las cepas bacterianas 
aisladas. (a) Cepa UAM58; (b) Cepa UAM25; (c) Cepa UAM38; (d) Cepa UAM86. 
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8.2. Identificación molecular de las cepas bacterianas 

 

La comparación de las secuencias de los genes ribosomales RNAr 16S permite 

establecer las relaciones filogenéticas entre los organismos procariotes. Este hecho ha 

tenido una enorme repercusión en la taxonomía bacteriana, dando lugar al sistema de 

clasificación vigente y permitiendo la identificación rápida y precisa de las bacterias 

(Rodicio y Mendoza, 2004). El RNAr ribosomal es altamente conservado, pero contiene 

variaciones que se concentran en zonas específicas. Las regiones variables del RNAr se 

encuentran de la región V1 a la región V9 (Rodicio y Mendoza, 2004). 

Con el propósito de verificar que las cuatro cepas fueran diferentes se amplificó la región 

variable V6-V8 del gen RNAr 16S (Figura 8.2.1.) y se analizó el patrón de corrimiento de 

los amplicones en DGGE. En la Figura 8.2.2, se muestran los perfiles de DGGE para 

cada una de las cepas y se observó un patrón de corrimiento diferente para cada una de 

las cepas indicando la variabilidad entre ellas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.2.1. Amplificación de la región 
variable V6-V8 del gen RNAr 16S. Carriles: 
1. Marcador de peso molecular (100 pb 
ladder); 2. Cepa UAM58; 3. Cepa UAM25; 
4. Cepa UAM38; 5. Cepa UAM86. 

Figura 8.2.2. Patrones de corrimiento de la 
región V6-V8 del gen RNAr 16S en DGGE. 
Carriles: 1. Cepa UAM58; 2. Cepa UAM25; 
3. Cepa UAM38; 4. Cepa UAM86. 

 

Con el objetivo de asignar el género y especie a las cepas bacterianas, se realizó el 

análisis de las secuencias del gen RNAr 16S (ver Anexo 1) basándose en la propuesta de 

Roselló-Mora y Amman, (2001). Esta propuesta indica que para poder asignar el género, 

el porcentaje de similitud entre la secuencia de entrada y la secuencia más cercana debe 

ser mayor al 95%; mientras que para asignar la especie debe ser mayor al 97.5%. Como 

resultado, se identificaron dos cepas a nivel de especie y dos a nivel de género (Tabla 

1 2 3 4 5 

470 pb 

1 2 3 4 



Resultados y discusiones 

_______________________________________ 

 56 

8.2.1). De acuerdo a la clasificación bacteriana, las cuatro cepas pertenecen a las 

Proteobacterias; tres de ellas son de la clase de las Gammaproteobacterias 

(Xanthomonas sp., Acinetobacter bouvetii y Shewanella sp.); mientras Defluvibacter 

lusatiensis es una Alfaproteobacteria.  

 

Tabla 8.2.1. Identificación de las cepas bacterianas mediante la secuenciación del gen 
RNAr 16S. 

Cultivo 
Número de 
colección 
WDCM449  

Número de 
acceso al 
GenBank  

Longitud 
(pb) 

Secuencia 
con mayor 
similitud 

Similitud 
(%) 

Xanthomonas 
sp. cepa 
UAM58 
 

 
ENCB-MG-075 

 
HQ424444 

 
1458 

X. pisi 
(Y10758) 

 
97.3 

Acinetobacter 
bouvetii cepa    
UAM25 
 

 
ENCB-MG-076 

 
HQ424441 

 
1425 

A. bouvetii 
(AF509827) 

 
99.1 

Shewanella sp. 
cepa UAM38 
 

 
ENCB-MG-077 

 
HQ424443 

 
1438 

S. 
putrefaciens 

(X81623) 

 
97.2 

Defluvibacter 
lusatiensis 
cepa UAM86 

 
ENCB-MG-078 

 
HQ424442 

 
1386 

D. 
lusatiensis 

(AJ132378) 

 
99.8 

 

8.3. Degradación de hexadecano por cultivos puros 
 

Con el objetivo de determinar la capacidad de las cepas bacterianas para degradar HXD 

y entender su papel dentro del consorcio bacteriano, se evaluó el consumo de HXD por 

cada uno de los cultivos puros. Como se muestra en la Figura 8.3.1a, se observó una 

rápida disminución en la concentración de HXD por Xanthomonas sp. y D. lusatiensis 

durante los primeros 2 días de cultivo. Sin embargo, después de los 5 días no se 

observaron diferencias significativas en el consumo. En el caso de A. bouvetii, se observó 

una remoción constante de HXD entre los 5 y 10 días alcanzando una concentración 

mínima de HXD (4 ± 0.4 g/L) al finalizar el tiempo de cultivo. Por el contrario, Shewanella 

sp. no fue capaz de degradar HXD. Al finalizar los 15 días de cultivo, la eficiencia más 

alta de degradación de HXD se observó con A. bouvetii (72 ± 4%) seguida de 

Xanthomonas sp. (46 ± 4%) y D. lusatiensis (40 ± 6%). En la Figura 8.3.1b, se muestran 

los perfiles de crecimiento para las tres cepas que degradaron HXD, como se observa el 

crecimiento de A. bouvetii fue significativamente mayor en comparación con el resto de 

las cepas (1.3 ± 0.04x109 UFC/mL). En el caso particular de Xanthomonas sp. y 
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D.lusatiensis se observó una fase de muerte después de los 10 días. En todos los 

cultivos se observó que tanto el consumo de HXD como el crecimiento se detuvieron a 

los 5 días, probablemente por la baja biodisponibilidad del HXD en la fase acuosa. En 

estudios previos empleando el mismo consorcio bacteriano, Quijano (2006) en matraces 

y en biorreactor de columna de burbujas, demostró que el HXD fue el sustrato limitante 

como consecuencia de su baja biodisponibilidad. En estudios recientes, Lizardi-Jiménez 

et al., (2012) evaluaron simultáneamente las tasas de transferencia de oxígeno y HXD a 

lo largo del tiempo de cultivo en un biorreactor airlift, concluyendo que la transferencia del 

HXD a la fase acuosa fue la limitante. Por lo tanto, las diferencias observadas en el 

consumo de HXD y la producción de biomasa entre los diferentes cultivos puros 

evaluados podrían explicarse principalmente por la limitación en la biodisponibilidad del 

sustrato.  

Con base en nuestros resultados Xanthomonas sp., A. bouvetii y D.lusatiensis fueron 

capaces de utilizar HXD como única fuente de carbono y energía, mientras que 

Shewanella sp. no fue capaz. En comparación con lo reportado para las especies de 

estos géneros, Xanthomonas campestris M12 es capaz de crecer en alcanos con una 

longitud de cadena de 8 a 16 átomos de carbono (Soon-Young et al., 1994). Asimismo, 

se han reportado cepas del género Xanthomonas como las principales degradadoras de 

hidrocarburos en suelos contaminados en concentraciones mayores a 200 ppm (Li et al., 

2000). Por otra parte, las cepas del género Acinetobacter son capaces de degradar 

diferentes tipos de alcanos en un rango de 10 a 40 átomos de carbono como es el caso 

de Acinetobacter sp. DSM 17874 (Throne-Holst et al., 2007). Sin embargo, la capacidad 

de degradación de HXD por las cepas del género Shewanella es muy bajo, menor al 2% 

(Gerdes et al., 2005). Por el contrario, D. lusatiensis sólo se ha reportado como una cepa 

degradadora de clorofenol (Fritsche et al. 1999) y no hay trabajos relacionados con la 

degradación de hidrocarburos. De esta manera nuestro trabajo resalta la capacidad de D. 

lusatiensis para degradar HXD. En el caso de A. bouvetii, el grupo de la Dra. Emma L. 

Carr (Carr et al., 2003) en Australia la aislaron por primera vez de muestras de lodos 

activados generados en plantas de tratamiento de aguas en Victoria, Australia, y la 

identificaron mediante la secuenciación del RNAr 16S. Es importante mencionar que A. 

bouvetii nunca ha sido reportada como una cepa degradadora de hidrocarburos pero en 

nuestro trabajo observamos que fue la cepa con una alta eficiencia de degradación, lo 

que la revela como una cepa con un gran potencial biotecnológico.  

Para comprender las capacidades metabólicas de cada uno de los cultivos puros 

evaluados, sería interensante identificar los sistemas enzimáticos involucrados en la 
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oxidación del HXD y los mecanismos de remoción empleados para sustratos 

hidrofóbicos. 
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Figura 8.3.1. Cinéticas de los cultivos puros durante la degradación de HXD: (a) 
concentración de HXD, (b) crecimiento bacteriano. Cultivos: Xanthomonas sp., (---♦---); A. 

bouvetii, (---■---); Shewanella sp., (__□__); D. lusatiensis, (__Δ__); control abiótico, (__*__). 
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8.4. Identificación de genes catabólicos 

 
Con el propósito de conocer los fragmentos de DNA que codifican para las enzimas que 

intervienen en la degradación de HXD, se realizó la identificación de los genes alkB y 

alkM en los cultivos puros. En la Figura 8.4.1, se muestra el gel correspondiente a la 

identificación del gen alkB en las cuatro cepas y en el control positivo P. oleovorans. 

Como resultado, sólo se observó un amplicón de 870 pb en P. oleovorans y en 

Xanthomonas sp. Al realizar la secuenciación de los amplicones correspondientes a alkB, 

sólo se obtuvo un fragmento de 435 pb con una similitud del 93% con el gen alkB en 

Xanthomonas campestris pv ATCC 33913. Estos resultados sugieren la presencia de la 

alcano monooxigenasa en Xanthomonas sp. con lo que se podría explicar su capacidad 

para degradar HXD.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 8.4.1. Amplificación del gen alkB en las cepas bacterianas. Carriles: 1. Marcador 
de peso molecular (100 pb ladder); 2. P. oleovorans ATCC 29347; 3. Xanthomonas sp.; 4. 
A. bouvetii; 5. Shewanella sp.; 6. D. lusatiensis. 
 

La alcano monooxigenasa unida a la membrana se identificó por primera vez en P. 

oleovorans (Baptist et al., 1963; van Beilen et al., 1994) pero después la cepa se 

renombró como Pseudomonas putida (van Beilen et al., 2001). La mayoría de los genes 

que codifican para las enzimas que interviene en la degradación de alcanos en especies 

de Pseudomonas, se encuentran en plásmidos y no forman parte del cromosoma. Por 

ejemplo, Lee et al., (1996) estudiaron a detalle los genes alk que se encuentran 

organizados en el plásmido OCT en Pseudomonas maltophilia, también conocida como 

1 2 3 4 5 6 

870 pb 
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Xanthomonas maltophilia. Posteriormente, Wheelis, (1975) reportaron que el plásmido 

OCT es inestable y puede perderse después de varias generaciones. 

Con el objetivo de analizar la estabilidad del gen alkB en Xanthomonas sp., se monitoreó 

la presencia del gen: (i) a lo largo de quince generaciones de Xanthomonas sp. creciendo 

en cajas Petri con AST y (ii) después de seis meses. En la Figura 8.4.2, se muestra la 

presencia del gen alkB a lo largo de las quince generaciones de Xanthomonas sp. 

creciendo en AST pero la amplificación fue inespecífica. Sin embargo, después de seis 

meses no se observó la amplificación de la banda esperada (Figura 8.4.3.). Nuestros 

resultados sugieren que el gen alkB observado en Xanthomonas sp., se encontraba en 

un plásmido y se perdió después de seis meses de mantenerlo en crecimiento y 

resiembra en AST. Para determinar si la cepa de Xanthomonas sp. conservaba su 

capacidad para degradar HXD, se realizaron cinéticas de degradación y se observó que 

Xanthomonas sp. fue capaz de degradar HXD. Estos resultados sugieren que 

Xanthomonas sp. probablemente posee otro sistema enzimático que interviene en la 

oxidación del HXD y para identificarlo es necesario realizar un análisis de los genes que 

codifican para la oxidación inicial de alcanos particularmente en el género Xanthomonas, 

ya que, los primers utilizados para identificar alkB se derivaron de Pseudomonas 

oleovorans.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8.4.2. Amplificación del gen alkB a lo largo de quince generaciones (G) de 
Xanthomonas sp. creciendo en medio AST. Carriles: 1. Marcador de peso molecular (100 
pb ladder); 2. G3; 3. G7; 4. G11; 5. G13; 6. G15; 7. P. oleovorans. 
 
 
 
 
 

 

           

1 2 3 4 5 6 7 

870 pb 
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Figura 8.4.3. Amplificación del gen alkB en las cepas del consorcio después de seis 
meses de crecer en AST. Carriles: 1. Marcador de peso molecular (100 pb ladder); 2. 
Xanthomonas sp.; 3. A. bouvetii; 4. D. lusatiensis. 
 

Con base en los problemas experimentales observados durante la identificación de alkB 

en Xanthomonas sp., se realizó la identificación de genes homólogos como alkM 

utilizando primers degenerados.  Los primers se diseñaron basándose en las secuencias 

de los genes alkM de cepas del género Acinetobacter, ya que, en nuestro trabajo se 

observó que la eficiencia de degradación de HXD en A. bouvetii fue significativamente 

mayor en comparación con el resto de los cultivos mixtos. Los primers se diseñaron 

realizando un alineamiento de las secuencias con la herramienta bioinformática 

ClustalX2. Posteriormente, se analizaron las regiones más conservadas de las 

secuencias al inicio y al final del gen alkM. Se seleccionaron oligonucleótidos con una 

longitud de 21 a 22 pb y se realizaron pruebas empleando la herramienta bioinformática 

DNAMAN. En estas pruebas se calcularon los valores de la temperatura de fusión (Tm), 

la complementariedad entre los primers y la formación de estructuras secundarias. Los 

primers con una diferencia menor a 2°C en el valor de la Tm y con una baja 

complementariedad entre ellos fueron seleccionados. A continuación se muestran las 

secuencias de los primers degenerados empleados para la amplificación del gen alkM. 

 

Primer forward: 

alkM-2f  5’- GCG TGA RAT WGA TCG TAA RCG- 3’ 

Primer reverse: 

alkM-1r 5’- GTY GGA TAA GCR TGA TGA TCT G- 3’ 

870 pb 

1 2 3 4 
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Los resultados de la amplificación del gen alkM empleando una temperatura de 

hibridación de 54°C se muestran en la Figura 8.4.4. Como resultado sólo se observó un 

amplicón de 900 pb en A. bouvetii. Por lo tanto, con el fin de corroborar la alineación de 

los primers y la amplificación, se aumentó la temperatura de hibridación a 58°C y se 

confirmó la amplificación del gen alkM en A. bouvetii (Figura 8.4.5.).  

               

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8.4.4. Amplificación del gen alkM en 
las cepas del consorcio empleando una 
temperatura de hibridación de 54°C. 
Carriles: 1. Marcador de peso molecular 
(100 pb ladder); 2. Xanthomonas sp.; 3. A. 
bouvetii; 4. D. lusatiensis. 

Figura 8.4.5. Amplificación del gen alkM en 
A. bouvetii empleando una temperatura de 
hibridación de 58°C. 
 

 

 

Cabe destacar, que en nuestro trabajo fue importante diseñar primers degenerados 

basados en las secuencias de los genes alkM de diferentes especies del género 

Acinetobacter; ya que, al emplear los primers derivados del gen alkB de P. oleovorans, no 

se obtuvo ninguna amplificación. Al realizar el análisis de la secuencia del amplicón de 

alkM en A. bouvetii (ver secuencia en Anexo 2), se observó que la secuencia de 

nucleótidos mostró una similitud del 99% con la alcano hidroxilasa (AlkM) de 

Acinetobacter haemolyticus. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la capacidad de 

degradación de A. bouvetii podría depender de la presencia del gen alkM.  

De acuerdo a lo reportado en la literatura, Throne-Holst et al., (2007) estudiaron e 

identificaron el gen alkM en Acinetobacter sp. DSM 17874 como un gen homólogo del 

gen alkB. Los genes homólogos son aquellos que se encuentran en especies diferentes 

pero con expresiones fenotípicas similares. En el caso del género Acinetobacter, son 

varios los sistemas enzimáticos que intervienen en la degradación de alcanos, como el 

citocromo P450 que es una hidroxilasa terminal. Inclusive se han reportado dioxigenasas 

que intervienen en la degradación de alcanos de cadena larga (Maeng et al., 1996). Por 

1 2 

900 pb 

900 pb 

1 2 3 4 
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otra parte, Ratajczak et al., (1998) identificaron el gen alkM en Acinetobacter sp. ADP1 y 

encontraron que este gen es regulado por el gen alkR. Asimismo, reportaron que la 

genética y organización de los genes alk en esta cepa es diferente al arreglo del gen alkB 

en P. oleovorans. Ratajczak et al., (1998) analizaron la homología entre la secuencia del 

gen alkM y la secuencia de otras hidroxilasas unidas a la membrana y concluyeron que 

AlkM pertenece a una nueva familia de proteínas.  

Por lo tanto, nuestros resultados revelan a A. bouvetii como una cepa con una alta 

capacidad de degradación que posee el gen homólogo alkM. 

 

8.5. Detección y cuantificación de biosurfactantes 
 

Con el objetivo de identificar las cepas del consorcio bacteriano que producen 

biosurfactantes durante la degradación de HXD, se realizaron diferentes pruebas para su 

detección y cuantificación. A continuación se muestran los resultados de las principales 

pruebas realizadas a los cultivos puros. 

 

8.5.1. Cambios en la tensión superficial 

 

Los biosurfactantes son compuestos con propiedades de superficie que disminuyen la 

tensión superficial e interfacial del medio (Satpute et al., 2010). Por consiguiente, se 

evaluaron los cambios en la tensión superficial de cada uno de los cultivos puros. En la 

Figura 8.5.1.1, se muestran las cinéticas de la tensión superficial para cada uno de los 

cultivos durante la degradación de HXD. Como resultado se observó un ligero incremento 

en la tensión superficial de A. bouvetii a los 2 días de cultivo y después una disminución 

significativa en la tensión superficial de este cultivo (72.1 a 68 ± 0.5 dinas/cm); mientras 

que para el resto de los cultivos no se observaron cambios significativos a lo largo del 

tiempo de cultivo. Estos resultados son indicio de que A. bouvetii produce un 

biosurfactante que es capaz de disminuir la tensión superficial después de los primeros 2 

días de cultivo. 
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Figura 8.5.1.1. Cinéticas de la tensión superficial de los cultivos puros durante la 
degradación de HXD. Cultivos: Xanthomonas sp., (---♦---); A. bouvetii, (---■---); 
Shewanella sp., (__□__); D. lusatiensis, (__Δ__); control abiótico, (__*__). 
 

Entre los compuestos con propiedades de superficie destacan los biosurfactantes y los 

bioemulsificantes. Los primeros, son generalmente compuestos de bajo peso molecular 

(glicolípidos y lipopéptidos de cadena corta). Mientras los segundos son compuestos de 

alto peso molecular. Los bioemulsificantes pueden formar emulsiones y no 

necesariamente reducen la tensión superficial (Satpute et al., 2010). Esto podría explicar 

lo observado en nuestros resultados, ya que, la reducción en la tensión superficial por A. 

bouvetii fue menor en comparación con los biosurfactantes producidos por Acinetobacter 

B2-2 creciendo en HXD (0.5% v/v) a un pH de 7.5 y a 25°C; cuya reducción en la tensión 

superficial fue de 70 a 40 dinas/cm (Espeche et al., 1994).  

Por lo tanto, los resultados obtenidos con la prueba de la tensión superficial sugieren que 

A. bouvetii es la única cepa que produce un biosurfactante, cuya capacidad para reducir 

la tensión superficial es mínima.  

8.5.2. Prueba del colapso de la gota 

 

Otra técnica para determinar la presencia y actividad de superficie de los biosurfactantes 

fue el colapso de la gota. La prueba se realizó para las cuatro cepas bacterianas pero 

sólo se obtuvieron resultados positivos para A. bouvetii. En la Figura 8.5.2.1, se muestran 

las fotografías correspondientes a las gotas de los sobrenadantes de A. bouvetii a lo largo 
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de los diferentes tiempos de muestreo. En todos los casos se observó el colapso de las 

gotas y un aumento en su tamaño (0.5-0.8 cm de diámetro), en comparación con la gota 

testigo de agua destilada (0.3 cm de diámetro).  

Se conocen diferentes métodos para la detección de cepas productoras de 

biosurfactantes y de su actividad. Por ejemplo, Yousseff et al., (2004) evaluaron y 

compararon diferentes métodos para detectar la producción de biosurfactantes por 

microorganismos, y reportaron una correlación lineal (r = -0.82) entre el método del 

colapso de la gota y la tensión superficial. Esto concuerda con nuestros resultados, 

debido a que sólo se observó una disminución en la tensión superficial en los 

sobrenadantes de A. bouvetii y también se obtuvieron resultados positivos en la prueba 

del colapso de la gota para este cultivo. Estos resultados sugieren que A. bouvetii es la 

única cepa del consorcio bacteriano capaz de producir biosurfactantes durante la 

degradación de HXD.  

 

     
Control 
0.3cm 

2 días 
0.5cm 

5 días 
0.8cm 

10 días 
0.6cm 

15 días 
0.6cm 

Figura 8.5.2.1. Resultados de la prueba del colapso de la gota para A. bouvetii a lo largo 
de 15 días de cultivo.  
 

8.5.3. Prueba del desplazamiento del petróleo  

 

Con el propósito de cuantificar los biosurfactantes producidos por A. bouvetii se empleó la 

prueba del desplazamiento del petróleo. De acuerdo a Morikawa et al., (2000) el área de 

desplazamiento del petróleo por una solución que contiene biosurfactantes, es 

directamente proporcional a la concentración de dos biosurfactantes probados. Por 

consiguiente, nosotros determinamos de manera indirecta la concentración de los 

biosurfactantes producidos por A. bouvetii empleando Tween 20 como emulsificante 

modelo. En primer lugar, se realizó una curva estándar de Tween 20 relacionando el área 

desplazada del petróleo con diferentes concentraciones de Tween 20, se observó que el 

área desplazada del petróleo aumentó linearmente (r2= 0.9854) con la concentración de 
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Tween 20, como se aprecia en la Figura 8.5.3.1. Posteriormente, se realizó la prueba del 

desplazamiento del petróleo para los sobrenadantes de A. bouvetii a los diferentes 

tiempos de muestreo (Figura 8.5.3.2). En todos los casos se observó el desplazamiento 

del petróleo obteniéndose una mayor área de desplazamiento a los 5 días de cultivo.  

La prueba del desplazamiento del petróleo se realizó para los cuatro cultivos puros, pero 

sólo se obtuvieron resultados positivos con A. bouvetii. Estos resultados demostraron que 

el método del desplazamiento del petróleo fue útil para determinar la concentración de 

biosurfactantes de manera indirecta en A. bouvetii. De acuerdo a lo reportado por 

Youssef et al., (2004) la prueba del desplazamiento del petróleo es sensible para detectar 

bajas concentraciones de biosurfactantes. Mientras que la prueba del colapso de la gota 

es válida cuando la concentración de biosurfactantes es mayor a 60 mg/L. En nuestro 

trabajo, se observó una congruencia entre los resultados obtenidos por la técnica del 

colapso de la gota y el desplazamiento del petróleo. 
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Figura 8.5.3.1. Relación entre el área de petróleo desplazada con la concentración de 
Tween 20. 
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2 días 5 días 10 días 15 días 

Figura 8.5.3.2. Resultados de la prueba del desplazamiento del petróleo empleando los 
sobrenadantes de los cultivos de A. bouvetii a diferentes tiempos de muestreo.  
 

En la Figura 8.5.3.3 se muestra la cinética de producción de biosurfactantes por A. 

bouvetii expresando la concentración de biosurfactantes como equivalentes de Tween 20. 

Se observó un aumento en la concentración de biosurfactantes desde los primeros 2 días 

de cultivo alcanzando un máximo a los 5 días (0.17 ± 0.03 g/L de equivalentes de Tween 

20), y después disminuyó.  
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Figura 8.5.3.3. Cinética de producción de biosurfactantes por A. bouvetii durante la 
degradación de HXD.  
 
En general, los biosurfactantes pueden ser producidos durante las primeras fases del 

crecimiento, o bien, en la fase estacionaria (Ron y Rosenberg, 2001). Se conocen cepas 

del género Acinetobacter que producen emulsificantes durante la fase estacionaria de 

crecimiento. En particular, el emulsan producido por Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 

puede ser detectado en el cultivo después de las 10 h de crecimiento, y la máxima 

producción ocurre en la fase estacionaria (Ron y Rosenberg, 2001). Por el contrario, los 
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biosurfactantes producidos por Pseudomonas aeruginosa GL1, que en su mayoría son 

ramnolípidos, son producidos durante todo el cultivo (Bouchez-Naïtali y Vandecasteele, 

2008). En nuestro trabajo se observó que A. bouvetii produjo biosurfactantes desde los 

primeros 2 días de cultivo, sugiriendo que estos compuestos fueron necesarios para la 

degradación del HXD desde el inicio del cultivo. Sin embargo, después de los 5 días se 

observó una disminución en la concentración de biosurfactantes (Figura 8.5.3.3).  

De acuerdo a lo reportado por Noordman et al., (2000) la presencia de biosurfactantes 

también puede traer efectos negativos, tales como toxicidad o el empleo de los 

biosurfactantes como fuente de carbono, ocasionando una disminución en la 

biodegradación de los hidrocarburos.  

En nuestro trabajo, la disminución en la concentración de los biosurfactantes producidos 

por A. bouvetii podría ser explicada por el empleo de estos compuestos como fuente de 

carbono, de aquí la importancia de evaluar su biodegradabilidad por el cultivo mismo. 

 

8.6. Biosurfactantes como fuente de carbono 
 
En estudios recientes en nuestro laboratorio, Javier-Ramírez (2011) realizó la extracción 

del biosurfactante producido por A. bouvetii y lo evaluó como fuente de carbono para 

Xanthomonas sp., A. bouvetii, Shewanella sp., y D. lusatiensis. Después de 48 h de 

cultivo, A. bouvetii y D. lusatiensis crecieron a partir del biosurfactante adicionado; 

mientras que Xanthomonas  sp. y Shewanella sp. no utilizaron el biosurfactante como 

única fuente de carbono y energía (Figura 8.6.1). Contra lo esperado, el crecimiento de D. 

lusatiensis fue mayor en comparación con A. bouvetii después de 48 h de cultivo.  

La degradación de los biosurfactantes es un fenómeno frecuente durante la degradación 

de hidrocarburos, por ejemplo, Hirata et al., (2009) demostraron que los biosurfactantes 

del tipo de los soforolípidos, producidos por levaduras, eran fácilmente degradados por 

ellas mismas. En estudios más recientes, Chrzanowski et al., (2012) evaluaron la 

degradación de los ramnolípidos en muestras de suelo contaminadas con diesel y 

biodiesel. Como resultado, los ramnolípidos fueron degradados por un consorcio 

microbiano, aislado de las muestras del suelo, y se observó la degradación preferencial 

del biodiesel, seguida de los ramnolípidos y finalmente del diesel. Nuestros resultados 

sugieren que los biosurfactantes producidos por A. bouvetii son fuente de carbono y son 

indicio de un posible intercambio de metabolitos entre las cepas. Por consiguiente, sería 

importante estudiar la degradación de HXD cuando A. bouvetii se asocia con el resto de 
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las cepas del consorcio, para entender las asociaciones que se establecen entre las 

cuatro cepas que integran el consorcio. 
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Figura 8.6.1. Resultados del crecimiento de las cepas bacterianas empleando como 
fuente de carbono el biosurfactante producido por A. bouvetii.  
 
8.7. Degradación de hexadecano por cultivos mixtos 

 

Con el objetivo de determinar el tipo de asociaciones que se establecen entre las cepas 

del consorcio durante la degradación de HXD, se diseñaron y evaluaron cuatro cultivos 

mixtos. Los cultivos mixtos se diseñaron considerando las capacidades individuales de 

las cepas, es decir, la presencia de los genes catabólicos (alkB o alkM) y la producción 

de biosurfactantes.  

En la Figura 8.7.1a, se muestran las cinéticas de degradación de HXD para cuatro 

cultivos mixtos. El consumo de HXD fue mayor en el cultivo constituido por Xanthomonas 

sp.+ A. bouvetii (74 ± 7%) y el consorcio bacteriano integrado por las cuatro cepas (79 ± 

3%). El consumo de HXD fue significativamente menor en los cultivos Xanthomonas sp.+ 

A. bouvetii+ Shewanella sp. (49 ± 8%) y Xanthomonas sp.+ A. bouvetii+ D. lusatiensis (52 

± 4%). Se observó que los perfiles de crecimiento, a expensas del consumo de HXD, 

fueron similares para todos los cultivos mixtos, alcanzando una concentración celular 

máxima de 2.7x109 UFC/mL (Figura 8.7.1.b). 

Nuestros resultados indican que el aumento en el consumo de HXD por la asociación 

Xanthomonas sp. y A. bouvetii puede explicarse por la cooperación metabólica entre 
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ambas cepas, ya que, cuando Xanthomonas sp. fue co-cultivada con A. bouvetii se 

observó un incremento en la tasa de consumo de HXD a los 10 días. De hecho ambas 

cepas poseen una alcano hidroxilasa que interviene en la oxidación inicial del HXD, y A. 

bouvetii es capaz de producir biosurfactantes. Probablemente, la complementariedad 

metabólica entre ambas cepas fue lo que favoreció el consumo de HXD. De acuerdo a lo 

reportado para las poblaciones bacterianas degradadoras de hidrocarburos, las 

interacciones sinérgicas involucradas entre ellas pueden ser complejas e implican la 

remoción sucesiva de los metabolitos producidos por otras especies (Ghazali et al., 

2004). En estudios recientes, Kim et al., (2009) reportaron una baja capacidad de 

degradación de fenantreno por los cultivos puros de Acinetobacter baumanii, Klebsiella 

oxytoca y Stenotrophomonas maltophilia pero la degradación por los cultivos mixtos fue 

mayor al 80% debido a las interacciones sinérgicas.  

Por otra parte, la capacidad de degradación del consorcio bacteriano no disminuyó con la 

incorporación de Shewanella sp. y D. lusatiensis en comparación con el resto de los 

cultivos mixtos evaluados. La distribución poblacional en el consorcio bacteriano cambió 

durante el tiempo de cultivo. Mientras A. bouvetii fue predominante durante la mayor 

parte del tiempo de cultivo, el crecimiento de Shewanella sp. y D. lusatiensis se 

incrementó después de 10 días de iniciada la incubación. Estos resultados indican que 

probablemente Shewanella sp. y D. lusatiensis utilizaron como fuente de carbono los 

metabolitos producidos por las especies de más rápido metabolismo, particularmente, los 

biosurfactantes producidos por A. bouvetii como los reportados por Javier-Ramírez et al., 

(2011). Por lo tanto, estos resultados son un claro indicio de las posibles asociaciones 

poblacionales y la cooperación metabólica que se establece entre las cepas del consorcio 

durante la degradación de HXD. 
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Figura 8.7.1. Cinéticas de los cultivos mixtos: (a) concentración de HXD, (b) crecimiento 
bacteriano. Cultivos mixtos: Xanthomonas sp.+A. bouvetii, (---♦---); Xanthomonas sp.+ A. 
bouvetii+Shewanella sp., (__□__); Xanthomonas sp.+ A. bouvetii+D. lusatiensis, (__Δ__); 

consorcio, (---●---); control abiótico, (__*__).  
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8.8. Mecanismos de remoción de hexadecano por A. bouvetii 
 

Con el objetivo de determinar los mecanismos de remoción empleados por A. bouvetii 

durante la degradación de HXD, se evaluaron los cambios en la hidrofobicidad celular y la 

capacidad de los biosurfactantes para pseudosolubilizar y emulsificar HXD. En esta etapa 

del trabajo, A. bouvetii fue seleccionada por ser la única cepa productora de 

biosurfactantes y la mejor degradadora de HXD. La hidrofobicidad celular se evaluó como 

la capacidad de adherencia de las células a sustratos hidrofóbicos y se relacionó con el 

consumo de HXD.  

Como se observa en la Figura 8.8.1a, las células de A. bouvetii que sirvieron de inóculo y 

crecieron en el medio CN mostraron un carácter hidrofílico (6.2 ± 2% de adherencia al 

HXD). Sin embargo, cuando el cultivo creció en HXD adquirió un carácter hidrofóbico (80 

± 7% de adherencia al HXD) que se mantuvo hasta los 10 días, y después la 

hidrofobicidad disminuyó. Cabe resaltar que durante el periodo en que se mantuvo la 

máxima hidrofobicidad se observó el mayor consumo de HXD por A. bouvetii, sugiriendo 

una estrecha relación entre los dos fenómenos.  Se conocen diferentes factores que 

modifican la hidrofobicidad celular tales como la fuerza iónica, el pH, la temperatura y la 

presencia de iones polivalentes (Zikmanis et al., 2007; Baoyu et al., 2008). Inclusive se ha 

considerado la inserción de moléculas anfifílicas (como biosurfactantes) en las superficies 

celulares como factores importantes que podrían modificar la hidrofobicidad celular (Hua 

et al., 2003). Por ejemplo, Bredholt et al., (2002) observaron cambios en la hidrofobicidad 

celular de Rhodococcus sp. 094 al crecer en diferentes hidrocarburos incluyendo el HXD; 

y demostraron que los bioemulsificantes producidos por este cultivo fueron los 

responsables de modificar su hidrofobicidad celular.  

En estudios más recientes, Zhao et al., (2011) evaluaron el efecto de la adición de 

ramnolípidos sobre los cambios en la hidrofobicidad celular de Bacillus subtilis BUM, P. 

aeruginosa P-CG3 y de la combinación de ambos cultivos, encontrando que los 

ramnolípidos se adsorbían en las superficies celulares aumentando la hidrofobicidad en 

P. aeruginosa CG3 y disminuyéndola en B. subtilis BUM.  

En el caso de A. bouvetii, los cambios en la hidrofobicidad celular posiblemente fueron 

inducidos por cambiar la fuente de carbono del medio CN, que contiene un sustrato 

soluble al medio que contiene HXD, un sustrato insoluble. Con respecto a los cambios 

observados después de los 2 días de cultivo, probablemente se deben a la inserción de 

los biosurfactantes en las superficies celulares de A. bouvetii.  
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Por otra parte, los biosurfactantes poseen la capacidad de promover la 

pseudosolubilización y emulsificación del sustrato, por consiguiente, en este trabajo se 

evaluaron ambas capacidades. Se observó que la concentración de HXD pseudosoluble 

en los cultivos de A. bouvetii aumentó a lo largo del tiempo de cultivo alcanzando una 

máxima concentración de 1.2 ± 0.1 g/L a los 10 días (Figura 8.8.1b). Por otra parte, la 

capacidad de los biosurfactantes para emulsificar HXD incrementó durante los primeros 5 

días y se mantuvo sin cambios significativos hasta finalizar el cultivo (Figura 8.8.1b). 

Cabe destacar que las emulsiones formadas fueron estables hasta por 24 h al no 

observar cambios en los perfiles de emulsificación a las 2 y 24 h. 

Con base en los resultados de las cinéticas de hidrofobicidad celular y la capacidad de 

los biosurfactantes para pseudosolubilizar y emulsificar HXD; nuestros resultados 

sugieren que tanto el contacto directo como la remoción mediada por los biosurfactantes 

fueron los mecanismos que A. bouvetii  empleó para la remoción del HXD. Los 

mecanismos de remoción de hidrocarburos por cultivos puros han sido ampliamente 

estudiados y se ha reportado que la emulsificación y la adherencia bacteriana, son las 

principales estrategias de las cepas del género Acinetobacter para incrementar el 

contacto con los hidrocarburos. Por ejemplo, Rosenberg et al., (1982) observaron que las 

fimbrias de Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 juegan un papel importante en la 

adherencia a las gotas de HXD. Además, A. calcoaceticus RAG-1 es capaz de producir 

bioemulsificadores de alto peso molecular como el emulsan en presencia del petróleo 

crudo (Ron y Rosenberg, 2002).  

Las propiedades fisiológicas de los cultivos juegan un papel importante para determinar la 

predominancia de un mecanismo de remoción. Por ejemplo, Bouchez-Naitalï y 

Vandecasteele, (2008) encontraron que la naturaleza hidrofóbica de Rhodococcus equi 

Ou2 favoreció la remoción de HXD por contacto directo aún y cuando también fue capaz 

de producir biosurfactantes. De manera similar, Al-Tahhan et al., (2000) reportaron que el 

contacto directo fue el mecanismo predominante por cepas de Pseudomonas aeruginosa. 

En estudios recientes enfocados a la caracterización de los mecanismos de remoción de 

alcanos, cerca del 67% de las bacterias emplearon ambos mecanismos para la remoción 

de HXD (Vasileva-Tonkova et al., 2008), similar a lo que se observó con A. bouvetii. 

En nuestro trabajo se demostró que los cambios en la hidrofobicidad celular y la 

pseudosolubilización y emulsificación del HXD, fueron factores clave para incrementar la 

remoción de HXD por A. bouvetii. Evaluar estos factores cuando A. bouvetii es cultivada 

con otras cepas podría ayudar a entender los mecanismos de remoción que se 

desarrollan en los cultivos mixtos.  
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Figura 8.8.1. Propiedades del cultivo de A. bouvetii durante la degradación de HXD: (a) 
hidrofobicidad celular (__■__) y (b) actividad de los biosurfactantes. HXD pseudosoluble,  
(---▲---); HXD emulsificado después de 2h, (__●__); HXD emulsificado después de 24h,  

(--*--).  
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8.9. Mecanismos de remoción de hexadecano por cultivos mixtos 
 

Con el propósito de determinar y comparar los mecanismos de remoción de HXD cuando 

A. bouvetii se asoció con otras cepas bacterianas, se evaluó la hidrofobicidad celular y la 

capacidad de solubilización de los biosurfactantes en los cultivos Xanthomonas sp.+A. 

bouvetii y el consorcio bacteriano. Ambos cultivos mixtos se seleccionaron por presentar 

un consumo de HXD mayor al 70%. A continuación se muestran los resultados para cada 

cultivo mencionado. 

 

8.9.1. Remoción de hexadecano por el cultivo Xanthomonas sp.+A. bouvetii 

 

En la Figura 8.9.1.1a, se muestran los cambios en la hidrofobicidad celular de la 

asociación Xanthomonas sp.+ A. bouvetii a lo largo del tiempo de cultivo. De manera 

similar al comportamiento de A. bouvetii en cultivos puros, se observó una inducción en el 

carácter hidrofóbico al inicio del cultivo posiblemente debido al cambio de la fuente de 

carbono, es decir, de células creciendo en el medio CN a células expuestas a HXD. 

Como consecuencia se observó un máximo en la hidrofobicidad celular a los 2 días (68 ± 

9% de adherencia al HXD). A diferencia de A. bouvetii, el cultivo Xanthomonas sp.+ A. 

bouvetii se mantuvo hidrofílico durante la mayor parte del tiempo de cultivo. 

Por otra parte, en el cultivo Xanthomonas sp.+ A. bouvetii se observó un incremento en la 

concentración de HXD pseudosoluble desde los primeros 2 días (0.6 ± 0.02 g/L), y 

después no se observaron cambios significativos (Figura 8.9.1.1b). En cuanto a la 

capacidad de los biosurfactantes para emulsificar, se observó un aumento en la 

emulsificación del HXD durante los primeros 2 días, y después no se observaron 

cambios. Las emulsiones formadas también fueron estables por al menos 24 h. En 

comparación con A. bouvetii, la capacidad de pseudosolubilización por Xanthomonas 

sp.+A. bouvetii fue menor y la capacidad de emulsificación fue muy similar. 

Nuestros resultados sugieren que tanto el contacto directo como la remoción mediada por 

biosurfactantes fueron los mecanismos utilizados por el cultivo Xanthomonas sp+ A. 

bouvetii para la remoción de HXD durante los primeros 2 días de cultivo. Además, la 

remoción mediada por biosurfactantes resultó ser el mecanismo predominante después 

de los 2 días de cultivo, al observarse un claro carácter hidrofílico. En términos generales, 

la pseudosolubilización es el modo de acción predominante de los biosurfactantes 
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cuando las células son hidrofílicas, ya que, se forman micelas hidrofílicas que favorecen 

la transferencia de los hidrocarburos con las células hidrofílicas (Vasileva-Tonkova et al., 

2008). Cabe destacar que Bouchez-Naitalï y Vandecasteele, (2008) distinguieron las 

capacidades de pseudosolubilización y emulsificación de los biosurfactantes producidos 

por cepas hidrofílicas e hidrofóbicas, pero esta distinción no ha sido estudiada en cultivos 

mixtos. En nuestro trabajo, se observó que tanto la pseudosolubilización como la 

emulsificación se desarrollaron en el cultivo Xanthomonas sp+ A. bouvetii, aún y cuando 

el cultivo se mantuvo hidrofílico la mayor parte del tiempo. Estos resultados sugieren que 

el principal mecanismo de acción de los biosurfactantes fue la solubilización del sustrato, 

y en menor medida la modificación de la hidrofobicidad celular. Observaciones similares 

fueron reportadas por van Hamme y Ward, (2001) al evaluar el efecto de la adición  del 

surfactante químico Igepal CO-630, sobre la degradación de petróleo por la asociación 

entre Pseudomonas sp. JA5-B45 y Rhodococcus sp. F9-D79. El surfactante químico 

modificó los mecanismos de remoción de los cultivos puros. En el caso de Pseudomonas 

sp. JA5-B45 el surfactante promovio la emulsificación del petróleo, mientras que en 

Rhodococcus sp. F9-D79 la capacidad para adhererirse a las gotas de hidrocarburo 

disminuyó. 

En nuestro trabajo, se observaron diferencias muy marcadas en los mecanismos de 

remoción entre A. bouvetii y el cultivo Xanthomonas sp.+A. bouvetii, sugiriendo que la 

complementariedad entre ambas cepas influyó positivamente en el mecanismo de 

remoción mediado por biosurfactantes. A partir de estos resultados decidimos evaluar los 

mecanismos de remoción por el consorcio.  
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Figura 8.9.1.1. Propiedades del cultivo Xanthomonas sp.+A. bouvetii durante la 
degradación de HXD: (a) hidrofobicidad celular (__■__) y (b) actividad de los 
biosurfactantes. HXD pseudosoluble, (---▲---); HXD emulsificado después de 2h, (__●__); 

HXD emulsificado después de 24h, (--*--).  
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8.9.2. Remoción de hexadecano por el consorcio bacteriano 

 

Con el propósito de entender los mecanismos de remoción que se desarrollan por el 

consorcio bacteriano, se evaluaron los cambios en la hidrofobicidad celular y las 

capacidades de los biosurfactantes para pseudosolubilizar y emulsificar HXD. 

En la Figura 8.9.2.1a, se muestra la cinética de hidrofobicidad celular del consorcio 

bacteriano durante la degradación de HXD. Inicialmente, en el inóculo se observó un 

carácter hidrofílico (9 ± 3% de adherencia) al crecer en el medio CN. Sin embargo, 

cuando el cultivo fue expuesto a HXD se observó una inducción del carácter hidrofóbico, 

alcanzando una máxima capacidad de adherencia a los 5 días del 54 ± 3%. En 

comparación con A. bouvetii, el consorcio bacteriano mantuvo este estricto carácter 

hidrofílico después de los 5 días de cultivo (menor al 30% de adherencia). Nuestros 

resultados indican que la hidrofobicidad celular de A. bouvetii se modificó por la presencia 

de las otras tres cepas bacterianas. Las modificaciones en las propiedades de superficie 

de los cultivos mixtos son complejas y varios factores podrían intervenir tales como: (i) la 

presencia de especies bacterianas con una hidrofobicidad diferente, (ii) las asociaciones 

poblacionales, y (iii) la posible degradación de los compuestos que modifican la 

hidrofobicidad, es decir, la degradación de los biosurfactantes.  

En cuanto a la actividad de los biosurfactantes producidos por el consorcio bacteriano 

(Figura 8.9.2.1b), se observó que la capacidad de pseudosolubilización alcanzó un 

máximo a los 10 días (1.2 ± 0.01 g/L) y después disminuyó. Asimismo, se observó un 

incremento significativo en la emulsificación del HXD a lo largo del tiempo de cultivo. 

Cabe destacar que la capacidad de emulsificación observada en el consorcio fue mayor 

en comparación con A. bouvetii y el cultivo Xanthomonas sp.+A. bouvetii.  

Nuestros resultados sugieren que tanto el contacto directo como la remoción mediada por 

los biosurfactantes, fueron los mecanismos empleados por el consorcio durante los 

primeros 5 días de cultivo, y la remoción mediada por los biosurfactantes resultó ser 

predominante después de los 5 días; al observarse un claro aumento en la capacidad de 

emulsificación en el medio.  
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Figura 8.9.1.2. Propiedades del consorcio bacteriano durante la degradación de HXD: (a) 
hidrofobicidad celular (__■__) y (b) actividad de los biosurfactantes. HXD pseudosoluble,  
(---▲---); HXD emulsificado después de 2h, (__●__); HXD emulsificado después de 24h,  

(--*--).  
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Los mecanismos de remoción de hidrocarburos han sido caracterizados principalmente 

en cultivos puros basándose en la hidrofobicidad celular y la producción de los 

biosurfactantes (Bouchez-Naïtali et al., 1999; Vasileva-Tonkova et al., 2008). En 

contraste, los mecanismos de remoción para cultivos mixtos han sido poco estudiados. 

Recientemente, Kaczorek et al., (2008), demostraron que la modificación en la 

hidrofobicidad celular del cultivo mixto Pseudomonas sp. y Bacillus sp. estuvo 

influenciada por la adición de ramnolípidos y saponinas. Sin embargo, Owsianiak et al., 

(2009) no encontraron una correlación entre la hidrofobicidad celular y la degradación de 

hidrocarburos para 218 consorcios microbianos; concluyendo que además de la 

hidrofobicidad celular y la producción de biosurfactantes, se conocen otros mecanismos 

que influyen en los mecanismos de remoción de hidrocarburos. Por ejemplo, Ascon-

Cabrera y Lebeault, (1995) observaron que la hidrofobicidad celular de un cultivo mixto, 

compuesto por Pseudomonas cepa SP1 y SP2, Arthrobacter sp. AR2 y Alcaligenes sp. 

AL2, estuvo regulada por la dinámica poblacional, ya que la hidrofobicidad celular 

incrementó conforme aumentó la concentración celular. De manera similar, Cavalca et al., 

(2008) reportaron que la modulación en la hidrofobicidad celular de dos cultivos mixtos 

durante la remoción de fenantreno estuvo influenciada por la dinámica poblacional.  

Con base en nuestros resultados, las diferencias observadas en los mecanismos de 

remoción de HXD entre los cultivos puros y mixtos dependen de los cambios en la 

hidrofobicidad celular, en la producción y actividad de los biosurfactantes 

(pseudosolubilización y emulsificación). Así como en las asociaciones poblaciones que se 

establecen, basadas en la complementariedad de las capacidades metabólicas. Los 

resultados de los mecanismos de remoción de HXD entre cultivos puros y mixtos fueron 

publicados (ver Anexo 3).  
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Las cepas bacterianas fueron identificadas mediante la secuenciación del gen ribosomal 

RNAr 16S como: Xanthomonas sp. UAM58, Acinetobacter bouvetii UAM25, Shewanella 

sp. UAM38 y Defluvibacter lusatiensis UAM86.  

 

En este trabajo, se demostró la capacidad de degradación de HXD de los cultivos puros 

Xanthomonas sp. (46 ± 4%), A. bouvetii (72 ± 4%) y D. lusatiensis (40 ± 6%); mientras 

que Shewanella sp. no fue capaz de crecer en HXD como única fuente de carbono y 

energía.  

 

Se identificó el gen alkM en A. bouvetii.  

 

Con base en los resultados de las pruebas: colapso de la gota, el desplazamiento del 

petróleo y la tensión superficial, A. bouvetii fue la única cepa del consorcio bacteriano que 

produjo biosurfactantes durante la degradación del HXD. Los biosurfactantes se 

produjeron desde los primeros 2 días de cultivo, alcanzando una máxima concentración a 

los 5 días (0.17 ± 0.03 g/L de equivalentes de Tween 20).  

 

Se observó un incremento en la degradación de HXD por los cultivos mixtos 

Xanthomonas sp.+A. bouvetii (74 ± 7%) y el consorcio bacteriano (79 ± 3%), en 

comparación con el resto de los cultivos mixtos evaluados.  

 

En cuanto a la caracterización de los mecanismos de remoción, A. bouvetii empleó tanto 

el contacto directo como la remoción mediada por biosurfactantes para la degradación de 

HXD. En el caso del cultivo Xanthomonas sp.+A. bouvetii ambos mecanismos tomaron 

lugar, pero la remoción mediada por biosurfactantes fue predominante al finalizar el 

tiempo de cultivo. De manera similar, en el consorcio ambos mecanismos se 

desarrollaron, pero la remoción mediada por biosurfactantes fue predominante, 

especialmente la emulsificación. 

 

Los cambios en la hidrofobicidad celular y el grado de pseudosolubilización o 

emulsificación, fueron factores clave para la remoción de sustratos hidrofóbicos por los 

cultivos puros y mixtos evaluados en este estudio. 
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Las asociaciones poblacionales entre las cepas del consorcio bacteriano jugaron un 

papel importante en los mecanismos de remoción de HXD por los cultivos Xanthomonas 

sp.+A. bouvetii y el consorcio bacteriano. 

 

Este trabajo es uno de los primeros estudios que demuestra la capacidad degradadora de 

hidrocarburos de A. bouvetii y la revela como una cepa productora de biosurfactantes. 

 

Este es el primer reporte que demuestra la capacidad degradadora de hidrocarburos de 

D. lusatiensis.  

 

El presente estudio contribuye a entender los mecanismos de remoción de hidrocarburos 

entre cultivos bacterianos puros y mixtos. 
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Con base en los resultados obtenidos en este trabajo, se proponen las siguientes 

recomendaciones para estudios posteriores: 

 

Caracterizar químicamente el biosurfactante producido por A. bouvetii durante la 

degradación de HXD, y compararlo con los biosurfactantes reportados.  

 

Evaluar la producción de biosurfactantes por A. bouvetii empleando diferentes fuentes de 

carbono, y evaluar la capacidad de los biosurfactantes para incrementar la degradación 

de hidrocarburos, o bien, la movilización del petróleo en yacimientos agotados.  

 

Identificar los genes involucrados en la producción de biosurfactantes por A. bouvetii. 

 

Caracterizar los mecanismos que emplean los cultivos puros y mixtos evaluados en este 

trabajo para degradar hidrocarburos aromáticos policíclicos. Evaluar los cambios en la 

hidrofobicidad celular, la producción de biosurfactantes y la capacidad de 

pseudosolubilización y/o emulsificación de sustratos hidrófobicos.  
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Anexo 1. Secuencias de los genes ribosomales RNAr 16S 
 
Xanthomonas sp. (1458pb) 
 
5´AACGCTGGCGGTAGGCCTAACACATGCAAGTCGAACGGCAGCACAGTAAGAGCTTGCTCCCATGGGT
GGCGAGTGGCGGACGGGTGAGGAATGCATCGGAATCTACTCTGTCGTGGGGGATAACGTAGGGAAACT
TACGCTAATACCGCATACGACCTACGGGTGAAAGCAGGGGACCTTCGGGCCTTGCGCGATTGAATGAGC
CGATGTCGGATTAGCTAGTTGGGGGGGTAAAGGCCCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAG
GATGATCAGCCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTG
GACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATACCGCGTGGGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCCCTT
TTGTTGGGAAAGAAAAGCAGTCGGTTAATACCCGGTTGTTCTGACGGTACCCAAAGAATAAGCACCGGCT
AACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAAGCGTTACTCGGAATTACTGGGCGTAAAGCG
TGCGTAGGTGGTTGTTTAAGTCTGTTGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTGGGAATTGCAGTGGATACTGG
GCGACTAGAGTGTGGTAGAGGGTAGTGGAATTCCCGGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATCGGGAGG
AACATCCGTGGCGAAGGCGACTACCTGGCCCAACACTGACACTGAGGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAA
CAGGATTAGATACCTTGGTAGTTCCCGCCCTAAACGATGCGAACTGGATGTTGGGTGCAATTTGGCACGC
AGTATCGAAGCTAACGCGTTAAGTTCGCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAAT
TGACGGGGGCCCGCCCAAGCGGTGGAGTATGTGGTTTAATTCGATGCAACGGGAAGAACCTTCCCTGGT
CTTGACATCCACGGAACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACCGTGAGACAGGTGCTGCATGG
CTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTGTCCTTAGTTGC
CAGCACGTAATGGTGGGAACTCTAAGGAGACCGCCGGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTC
AAGTCATCATGGCCCTTACGACCAGGGCTACACACGTACTACAATGGTAGGGACAGAGGGCTGCAAACC
CGCGAGGGCTAGCCAATCCCAGAAACCCTATCTCAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAA
GTCGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATTGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCG
CCCGTCACACCATGGGAGTTTGTTGCACCAGAAGCAGGTAGCTTAACCTTCGGGAGGGCGCTTGCCACG
GTGTGGCCGATGACT3’ 
 
Acinetobacter bouvetii (1425pb) 
 
5’CGCTGGCGGCAGGCTTTACACATGCAAGTCGAGCGGGGAAGGGTAGCTTGCTACCTAACCTAGCGGC
GGACGGGTGAGTAATGCTTAGGAATCTGCCTATTAGTGGGGGACAACATTCCGAAAGGAATGCTAATACC
GCATACGTCCTACGGGAGAAAGCAGGGGATCTTCGGACCTTGCGCTAATAGATGAGCCTAAGTCGGATT
AGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGCGACGATCTGTAGCGGGTCTGAGAGGATGATCCGCCA
CACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGG
AAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTTTGGTTGTAAAGCACTTTAAGCGAGGAGG
AGGCTACTCTAGTTAATACCTAGAGATAGTGGACGTTACTCGCAGAATAAGCACCGGCTAACTCTGTGCC
AGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGATTTACTGGGCGTAAAGCGTGCGTAGGCG
GCTGATTAAGTCGGATGTGAAATCCCTGAGCTTAACTTAGGAATTGCATTCGATACTGGTCAGCTAGAGT
ATGGGAGAGGATGGTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGATGGC
GAAGGCAGCCATCTGGCCTAATACTGACGCTGAGGTACGAAAGCATGGGGGAGCAAACAGGATTAGATA
CCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGATGTCTACTAGCCGTTGGGGCCTTTGAGGCTTTATTGGCGCAGCTAA
CGCGATAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTAAAACTCAAATGAATTGACGGGGGCCCG
CACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTGGTCTTGACATAGTAAG
AACTTTCCAGAGATGGATTGGTGCCTTCGGGAACTTACATACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTTTCCTTATTTGCCAGCGGGTTAAGCG
GGAACTTTAAGGATACTGCCAGTGACAAACTGGAGGAAGGCGGGGACGACGTCAAGTCATCATGGCCCT
TACGACCAGGGCTACACACGTGCTACAATGGTCGGTACAAAGGGTTGCTACCTAGCGATAGGATGCTAA
TCTCAAAAAGCCGATCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGGAATCGCTAGTAA
TCGCGGATCAGAATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCATGGGA
GTTTGTTGCACCAGAAGTAGGTAGTCTAACCGTAAGGAGGACGC3’ 
 
Shewanella sp. (1438pb) 
 
5’AACGCTGGCGGCAGGCCTAACACATGCAAGTCGAGCGGCAGCACATGGGAGTTTACTTCTGAGGTGG
CGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCCTAGGGATCTGCCCAGTCGAGGGGGATAACAGTTGGAAACGAC
TGCTAATACCGCATACGCCCTACGGGGGAAAGGAGGGGACCTTCGGGCCTTCCGCGATTGGATGAACCT
AGGTGGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTCACCAAGGCGACGATCCCTAGCTGTTCTGAGAGGAT
GATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCAC
AATGGGGGAAACCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCTTCGGGTTGTAAAGCACTTTCA
GTAGGGAGGAAAGGGTGTAGCTTAATACGCTATATCTGTGACGTTACCTACAGAAAAAGGACCGGCTAAC
TCCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGGCCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGTG
CGCAGGCGGTTTGTTAAGCGAGATGTGAAAGCCCTGGGCTCAACCTAGGAATAGCATTTCGAACTGGCG
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AACTAGAATCTTGTAAAGGGGGGGTAAAATTTCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAAT
ACCGGTGGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGGGGAGCAAACA
GGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGTCTACTCGGAGTTTGGTGTCTTGAACACTGGGC
TCTCAAGCTAACGCATTAAGTAGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTGAC
GGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCTACTCTTG
ACATCCACAGAATTCGCTAGAGATAGATTAGTGCCTTCGGAAACTGTGAGACAGGTGCTGCATGGCTGTC
GTCAGCTCGTGTTGTGAAATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCCTATCCTTATTTGCCAGCA
CGTAATGGTGGGAACTCTAGGGAGACTGCCGGTGATAAACCGGAGGAAGGTGGGGACGACGTCAAGTC
ATCATGGCCCTTACGAGTAGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGAGTACAGAGGGTTGCAAAGCCGCGA
GGTGGAGCTAATCTCACAAAGCTCGTCGTAGTCCGGATTGGAGTCTGCAACTCGACTCCATGAAGTCGG
AATCGCTAGTAATCGTGGATCAGAATGCCACGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTC
ACACCATGGGAGTGGGCTGCAAAAGAAGTGGGTAGCTTAACCTTCGGGGGGGCGCTCAC3’ 
 
Defluvibacter lusatiensis (1386pb) 
 
5’CGCTGGCGGCAGGCTTAACACATGCAAGTCGAGCGCCCCGCAAGGGGAGCGGCAGACGGGTGAGTA
ACGCGTGGGAATCTACCTTTTGCTACGGAATAACTCAGGGAAACTTGTGCTAATACCGTATGTGCCCTTC
GGGGGAAAGATTTATCGGCAAAGGATGAGCCCGCGTTGGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAAAGGCTCACC
AAGGCGACGATCCATAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT
CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGGCGCAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGAG
TGATGAAGGCCCTAGGGTTGTAAAAGCTCTTTTCACGGTGAAGATAATGACGGTAACCGTAGAAGAAGCC
CCGGCTAACTTCGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTGGGCGT
AAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTTAGGGGTGAAATCCCAGGGCTCAACCCTGGAACTGCCTCTAA
TACTGTCGATCTCGAGTTCGAGAGAGGTGAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCG
GAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGGCTCACTGGCTCGATACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAG
CAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGGAAGCTAGCCGTCGGGCAGTTTACTG
TTCGGTGGCGCAGTTAACGCATTAAGCTTCCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGATTAAAACTCAAAGG
AATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGCAGAACCTTACCA
GCCCTTGACATCCCGATCGCGGACAGTGGAGACATTGTCCTTCAGTTAGGCTGGATCGGTGACAGGTGC
TGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTCGCCC
TTAGTTGCCCTTATTAAGTTAGGCACTCTAAGGGGACTGCCGGTGATAAGCCGAGAGGAAGGTGGGGA 
TGACGTCAAGTCCTCATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTGGTGACAGTGGGCA
GCGAGACCGCGAGGTCGAGCTAATCTCCAAAAGCCATCTCAGTTCGGATTGCACTCTGCAACTCGAGTG
CATGAAGTTGGAATCGCTAGTAATCGCAGATCAGCATGCTGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTGTACAC
ACCGCCCGTCACACCATGGGAGTTGGTTTTACCCGAAGGCGCTGCGCTAACCCGCAAGGGAGGCAGGC
GACCACGGTA3’ 
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Anexo 2. Secuencia del gen alkM en A. bouvetii. 

 
Gen alkM en A. bouvetii (945 pb) 
 
5’GACCCGAACGACCGGCCAGCGGGACCGACGTTACGATATTATTGTTGTTCCAGCTATGCTCTGGCATT
GTACGTTGATACTTGCCGTTTGCATCTTTTTGACGTTATTAAACCATAGTGTTCAATATAGTTAATAATTTCA
AATAAACTAATGCCATAAAATGCTTGAGTTGTAAATATGGAATTACACCTTTTCCAAATAAACCAACCATTG
AACCATGAAATGCAGCACTCATGCCCCAACCTTGTAACAACTCATTTTCTGTAGACCAGAACTCTTTGCCT
TTACGTTTTAAACGATTGGTTTCAATCTCAATTGCAGATTTTAAAGAACCAATCACTGTACGTGGCCAAAAT
TCGTAAAAAGTCTCTCCCATTTGTGAAGACGCTGGATCTTCAGGAGTTCGGCACGCTTATGATGACCGTA
AGGATGTTCAACACGGAAATGGTTATAACCTGTAGGTACCAATGCTAAGTGAGAAAGAATATGATCAATAC
GATCATGTTTATGACTCAACTCGTGTGCCGTATTAATGGCGATACCATTGATCGCACCCATTGAAACACCA
AGCAAAATTTTATCAAGAAAAGAGGTTTCTTTTCGGCTTGTTAAATAACATGCATATAAGTTCGCTGCATAT
TGTAATGGAATAAAGCTTTTTACTAAGCGAGAATAATACGGATCTTTTTCCAGCAATTTAATATCTTCATCG
CTTGGATTATTCGCATCTTTACCAATAATCGTATCAATTGTTGGAATGACAATATGTAAAACAATCGGTCCG
CCCAAAGCAAAAATTTTCTTTAGGGGGACGTGGTGCAAATTGATAACCTGCTAAAATTCCAATTCCAATTA
CAGGTAAAGCTGGGGCTGATGGCCCATAGAAACGTCGAAATTCTTCTCTCACACACACACAAAATAAAAA
AACACACCTTAGGCACTA 3’ 
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