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A. ANTECEDERTES Y JUSTIFICACION

Los microorganismos son bien conocidos por su capacidad para atacar a los
hidrocarburos, tanto alifaticos como aromiticos, que se encuentran en el
petrdleo bruto (1.2). Los cultivos bacterianos puros o mixtos pueden producir
cambios importantes en la composicidn del petrdleo bruto, por la digestidn
total o parcial de los componentes hidrocarbiiricos mediante un metabolismo
completo o cooxidativec (?). Ese crecimiento microbiano produce normalmente
un cambio en el pF 4. _.cdio y una alteracidn de las propiedades fisicoquimicas

del petrdleo.

Se admite en general gque la actual tecnologia dc extraccidn de petrdleo
permite extraer del 30 al 40% del petrdleo de la mayoria de ics pozos. La
mayor parte del petrdleo queda embebido en las rocas, a causa de su gran
viscosidad. Seglin datos de 1976, se sabe gue en los Estados Unidos de Amdrica
3 .~10

10 . . .
hey 27 x 107 barriles en total, de los cuasles se han extraidc 6 x iT ati-
. . . - - 1C .
lizando métodos rudimentarios, y se estfn e.frerendo 3 x 10° tbtarriles por
procesos mejorados, mientras que los 18 : 1010 barriles restantes siguen

en el subsuelo comec aceite pesado.

La utilidad de los microorganismos pars la extraccidn del petrdleo
secundario no puede exagerarse. En los Estados Unidos de América, hasta
mediados del decenio de 1970, el precio del petrdleo se ha regulado y mante-
nido a una tesa apreciablemente inferior a la de la mayoria de las restantes
partes del mundo. No habia incentivo econdmico para obtener mis petrdleo que
el que podia extraerse facilmente por los medios técnicos disponibles.

Desde entonces, se ha producido una continua escasez de petrdleo en todo el

mundo, traducida en un aumento drastico de los precios. A causa de la escasez
de petrdleo, el precio del petrdlec secundario ha sido recientemente liberali-
zado y se ha hecho evidente la necesidad de aumentar la produccidn de petrdleo

bruto.

Aunque los medios microbioldgicos de extraer el petrdleo secundario no
han recibido seria atencidn en los Estados Unidos de América, algunos de los
principios de esa tecnologia se desarrollaron indudablemente en ese pais entre
el decenio de 1940 y el de 1960 (L.56). En cambio, la extraccién microbiana
del petrdleo secundario ha sido objeto de ensayos sobre el terreno en los
paises de la Europa oviental, en particular en la Unidn de Repliblicas Socialistas
Soviéticas (RSS), Hungria, Polonia y Checoslovaquia, Asi, trabajadores

soviéticos (7) han informado sobre la liberacién con éxito del petrdleo de
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depdsitos que contenian petrdleo muy viscoso, con una permeabilidad de 1.000 md.,
mediante la inyeccidn de cultivos mixtos de cepas bacterianas. Ensayos impor-
tantes sobre el terreno realizadcs en Hungria han demostrado ls aplicabilidad

de la extraccidén microbiana del petrdleo bruto (8). En un ensayo tipico, se
inyectaron en un pozo 20 metros clibicos de una mezcla compuesta de 120 m3 de

agua de pozo, 40 toneladas de melazas, 120 kg de KNO_ y 100 kg de azlcar,

3
Jjuntamente con 100 litros de un cultivo bacteriano mixto que contenia

Pseudomonas, Clostridium y Desulfovibrio (9). Se cerrd el pozo durante tres

meses, al término de los cuales se obtuvieron lus siguiestes resultados
(cuadro 1).

Cuadro 1

Cambios en la composicidn del depdsito
después de inyectar
microorganismes en
ur ozl de

—~atriia
ceLraieg
—

Parametros medidos Condiciones
en el pozo original | después de 3 meses de incubacidn
Produccién de petréleo no especificada | superior en un 60% a la original
iscosidad del petrdleo 42 centistoxes 18 ¢St a2 k0° C
0, gaseoso 0 Lo m3/dia
0, disuelto 0 370 mg/litro
E del agua del depdsito 9 6
)

En otros ensayos sotre el terrero se observd una reduccidén similar de la
viscosidad del petrdleo, asi como del pH del ague del depdsito. En otro
experimento tipico sobre el terreno, Karaskiewicz (10) ha informado sobra
cambios de la viscosidad, desde 10,67 centistokes hasta 4,37 ¢St, con una
disminucidn simulténea de la gravedad especifica desde 0,8516 hasta 0,8320.
Se cree que microorganismos capaces de digerir las fracciones pesadas del
petréleo bruto, produciendo fracciones ligeras y gases, scn las causantes de

esa reduccidn de la viscosidad (11).

Karaskiewicz ha informado sobre importantes ensayos sobre 2l terreno
realizados en Folonia (10). En un ensayo tipizo, un pozo de la regidn de los

Cérpatos produjo mensualmente L.460 kg de petrdleo, 16.610 kg de agua y




3.780 m3 de gas. La porosidad de ls roca del depdsito era del 13% y la permea-

bilidad de 120 md. Se inyectaron en el pozo cultivos bacterianos mixtos y
nutrientes, y se cerrd durante tres meses. Al terminar este neriodo, la
produccidn de petrdleo aumentd en un 360% y esa produccidn aumentada (superior
en un 260% al promedio) continud durante seis meses antes de descender a su
nivel anterior. El pH del agua del depdsito disminuyd desdz 8,7 hasta 6,7 en

-
ese periodo.

Los ensayos sobre el terreno de extraccidn microbiana del petrdleo reali-
zados en los Estados Unidus han sido escasos (6), pero un informe (12) seflala
que cabe esperar un aumento medio de la produczcidn de petrdleo superior al
350%, a un costo que varia entre 15 y 50 centavos por barril adicional de
petrdleo. Ademas, recientes investigaciones de la Petrogen Inc. (commicacidén
personal del Dr. A.3. Swan, Director de Investigaciones de la Petrogen), du-
rante un reciente enseyo de 100 dias realizedo hacia finales de 1%81 en cuatro
pozos de petrdleo de escasa produccidn, tratados com micrunrgzasnismes esge-
cialmente adaptados (Biopackage I), indicaron una extraccidén de petrdleo vor
valor de unos 24.800 ddlares. Inmediztamente antes de su tratamiento con el
Biopackage I, los cuatro pozos de petrdleo producian petrdleo bruto por valor
de unos L4.132 d8lares durante el periodo de ensayo de 100 dias. Asi pues, el
tratamiento microbiano de los pozos de petrdleo se ha traducido en este caso

particular, segin se informa, en un aumento séxtuple del petrdleo extraido.

Caracteristicas de los microorganismos

Los experimentos sobre el terreno parecen demostrar la viabilidad practica
de la extraccidn microbiana de petrdleo secundario de pozos de petrdleo aban-~
donados. Debe subrayarse que el aumento de la produccidn de petrdleo
debido a la inyeccidn de cultivos microbianos ha sido prcbablemente minimo, ya
que no se tomaron precauciones especiales para utilizar microorganismos espe-
cificamente destinados a v¢se fin. Al parc~er, en casi todos los casus el
aumento de la produccidn de petrdleo se debid basicemente a dos razones:

a) prcduccidn de grandes cantidades de CO, debida al netabolismo bacte-

riano en el depdsito. Como el CO, es Particularmente miscible con el
petrdleo, éste se dilata y se hacé menos viscoso; ¥y

b) produccidén de grandes cantidades de &cido acé:ico, dcido propidmiio y
otros acidos organicos que reaccionan con los carbonatos alcalinos
del depdsito, en la formacidén causando un aumento de la porosidad
de las rocas y la produccidén de mas CO,. El exceso de CO, y de otros
gases ejerce también presidén para obligar al petrdleo u salir de las
bolsas de arena y roca.
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Los éxitos registrados en la extraccidn microbiana de petrdleo secunda-
ric, aunque esporadicos, y el continuo aumento del precio del petrdleo
(que es en la actuslidad de unos 34 délares el barril) han despertado un
interés considerable por explorar esta tecnologia como medio viable de aumen-
tar la produccidén de petrdleo, habids cuenta especialmente de que el petrdleo
secundario asi producido no estarid sometido a regulacidn y obtendrad un precio
con prima. FEn un simposio organizado por el Departanento de Energia de los
Estados Unidos (13) se llegd al consenso de que la =2x:raccidn microbiana de
petrdleo es una meta técnicamente alcanzable y de qu2 el proceso podréd per-
feccionarse probablemente de modo considerable si los microorganismos presen-
tan algunas caracteristicas convenientes. Se han estimado como particular-

mente convenientes las siguientes:

a) Produccidn de &cidos

Ademas de producir CO2 mediante su metabolisms, los misroorgeniszos
daberian ser capaces tambi&n de oroducir écidos in situ. Esos
8cidos pueden ayudar entonces a disolver las estructuras de las
rocas carbonatadas, aumentando la porosidad d= las rocas pars faci-
litar la migracién del petrdleo y permitiendo asimismd la liberacidn
de més 002 para hacer salir al petrdleo de las rocas embebidas. Los
dcidos deberian ser &cidos minerales fuertes como el KCl o el H2SOh,

o #cidos orgénicos como el acético, el propidnico, el succinico, etec.

b) Produccidn c2 biopoli-leros o de agentes superficioactivos

Los biopolimeros y los agentes superficioactivos se utilizan corrien-
temente en el agua de inundacién para disminuir la tensidn super-
ticial en la zona de contacto entre el petrdleo y el agua. Idéal-
mente, deberian producirse in situ mediante microorganismos, garanti-
zando un suministro continuo de esos materiales en las zonas de
dificil acceso de las rocas embebidas de petroleo. Esto elimina
también el problema del transporte, almacenamiento y entrega de esos

materiales durante la inundacidn con agua.

¢) Consumo de los componentes de alta viscosidad del petrdleo

La menor movilidad del petrdleo secundario se debe primordialmente
a8 su alta viscosidaa. Si los microorganismos pueden eliminar selec-
tivamente los componentes parafinicos y otros componentes de alta

viscosidad del petrdleo, produciendo una disminucidén de esa




viscosidad, el petrdleo podra extraerse féciimente mediante inundacién
con agua y bombeo. Pcr afladidura, toda pérdida de componentes con
azufre en esa fase se traducira en la extraccidn de petrdleo dbruto con
escaso contenido de azufre, que normalmente obtendra un precio con

prizz.

d) Crecimiento y tolerancia

Los microorganismos que se consideran aprcpiados para su utilizecién
en la extraccion de petrdleo secundario deberan poder crecer a tempe-
raturas muy diversas (de 35° C a ¥5° ¢ o més), tener necesidades
nutricionales simples y, preferiblemente, capecidad para utiliza- sus-
tratos poco costosos (o componentes muy viscosos del propio petrdleo,

o ambos como wnica fuente de cardbono, v utilizar nitratos o fijar el

N, parz obtener su fuente de nitrdzeno celular. Deberian ser no patd-
genos, 2csidgicamente corpatidbles, facziles ds2 troducir en el latorato-

rio en grandes cantidades y ficiies de seguir mediante la incorpora-
cidn de un mercador genético visidble de alguna proriedad tmicas rela-

cionada con el crecimiento.

Ventajas y desventajas del sistema de extraccidn microbiana de petrdleo:

a) La principal ventaje de un sistema nicrobiano es que es pcco costoso
y sencillo. La inyeccidn de unos centenares de galones de cultivos
mixtos y de mezcla de nutrientes en un pozo es relativamente simple y
directa;

b) La tecnologia para la extraccién del petrileo es bien conocida y la
elaboracidén no entrafia ninguna innovacidn técnica importante;

c¢) El proceso puede ser a largo plazo, ya que las bacterias digieren
continuamente las fracciones de petrdlec muy viscosas, liberando &cidss
y fracciones ligeras. Los &cidos pueden reaccionar continuamente con
las rocas produciendo mas CO, y aumentando la porrsidad de &stas, que
liberaran asi mis petrdleo.

La principel desventaja del proceso es la existencia de un medio ambiente
riguroso en la mayoria de los pozos de petrdleo, que no favorece un crecimiento
microbiano sostenido. Son especializente importantes los siguientes aspectos:

a) Temperatura: 1la mayoria de los pozos de petrdleo que han sido alte-

mente productivos son guy profundos y la temperatura puede variar en

general, entre 70 y 95 C. Por ello, los micrcorganismos mesofilicos y
moderadamente termofilicos no podran proliferar en esas condiciones.




b) Presién: aunque la presidn no es nc . malmente un factor, la presidn
mAs elevada en algunos pozos de petrdleo (50 atm) puede reducir la
actividad bioldgica en un medio ambiente por lo demds desfavorable.

c) RNaturaleza de la arena y de las rocas: aunque las rocas carbonatadas
peden ser corroidas gradualmente por los &cidos producidos microbia-
namente, las rocas silicatadas pueden ser muy resistentes en esas
condiciones.

Por consiguiente, pareceria que la extraccidén microbiana del petrsleo,
por lc menos inicialmente, deberd limitarse a 1os pozos poco profundos con
estructuras de rocas cartvonatadas predominantemente alcalinas. Si el proceso
permite aumentar la produccidén de petr5leo, se pédrén crear bacterias termofi-
licas con caracteristicas convenientes, considerando las de los pozos de
petrdleo de que se trate. Teniendo en cuenta la gran cantidad de petrdleo
atrapado en las rocas, la escasez y el precio en espirasl del petrdleo dbruto,
¥y la neturasleza poco costosa del proceso, resulta imperetivo ensayar el pro-
ceso de extraccidn microbiana del retrdleo en cierto nlmero d2 pozos, 2 fin da

anszvar su aficacia.

El principal objetivc del programe es mejorar la extraccidn del petrdlec
de los pozos ya excavados y de los que se ha bombeado el petrdleo en su mayor
parte. Por consiguiente, estz programa queda comprendido en la categoria de
la extraccidn secundaria y terciaria del petrdleo. Teniendo en cuenta el hecho
de que hay inrumersbles puzcs de petrdleo en diversos paises en desarrollo zue
producen menos de un Barril diario, un aumento de la producc¢idén de petrdleo
mediante la tecnologia microbiana ayudaria a paliar algurnos de los problemas
energétizos de esos paises. Otro objetivo es facilitar el almacenamiento y
transporte de petrdleo bruto, desarrollando bacterias genéticamente estructu-
radas que 3ean capaces de ut.lizar los componentes parafinicos del petrdleo
bruto, reduciendo asi grandemente su viscosidad. Ese petrdleo fluido de
poca viscosidad no sbélo obtendrd un precio con prima sino que tendr@ menos
tendencia a formar une masa sdlida durante el transporte en los meses de
invierno, lo que aumenta grandemente el costo del bomteo. EL petrdlo fluido
es también mucho més facil de almacenar en cuevas subterridneas que el
de gran viscosidad. Otro objetivo més es desarrollar microorganismos que sean
capaces de utilizar los compuestos que contienen azufre comin presentes en el
petrdleo bruto. Por consiguiente, podréd logrerse la desulfurizacién del
petrdleo bruto mediante la utilizacién de esos microorganismos. Juntamente
con esos compuestos orgénicos que contienen azufre, michas variedades de

petrdleo bruto contienen también rastros de metales como vanadio, niquel,
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molibdeno, etc. que disminuyen la calidad del petrdleo. Se desarrollarén
igualmente microorganismos capaces de eliminar de forma selectiva esos
metales. Por Gltiwo, podrén combatirse los vertidos de petrdleo, ya sea
mediante el lavado deliberado del petrdleo residusl de los bugaes petroleros
0 la eliminacidn del debido al abordeje o varada accidentales de esos buques,
mediante la aplicacidén de microorganismos genéticzamente creados o la utiliza-
¢idn de agentes emulsionantes produciijos bacterianamente. Esos agentes emul-
sionantes podrén utilizarse también ampliamente para eliminar el petrdleo
residual y los residucs de petrdleo en tambores, coches o cemiones cisterna
¥y buques petroleros. Los ensayos sobre el terreno de esos microorgenismos o
agentes emulsionantes se harian con muestiras de petrdleo tomadas de pozos de

diversos paises en desarrol.o.
B. ACTIVIDADES

Como el programa de extraccidn de petrdleo se ocupariz d= otros asrectcs,
adem@s del de la extraccidn terciaris -por zjexrlo, desparafinado y desulfurado
del petrdleo, limpieza de residuos de petréleo y eliminacidén de metales-, es
evidente que estarian asociadas al programa diversas clases de actividades.

El principal componente seria el de investigacidén y desarrollo, en el que

se realizarian investigaciones en todas las esferas mencionadas bajo la
direccidn de un jefe de grupo asociado al CIIGB. Unos tres jefes de grupo,

cada uno de ellos con un becario posdoctoral y un técnico, trabajarén en los
zinco proyectos. Se prevé que cinco alumnos de paises en desarrollo, preferen-
temente de paises productores de petrdleo, recibirén formacidn en todas las
esferas de investigacidn mencionadas, es decir, uno en desparafinado, uno en
desulfurado y uno en eliminacidn de iones metélicos, y dos en el desarrollo

de cultivos aerobios y anaerobios capaces de liberar el petrdleo de pozos
abandonados. En los paises ricos en esquistos bituminosos o arenas impregnadas
de brea (como el Canadd), podraén iniciarse también algunas actividades de inves-
tigacidn en esta esfera. Este grupo organizaré anualmente cursos précticos,

en colaboracidn con los grupos de microbiologia del petrdleo de otros institutos
de paises en désarrollo y desarrollados, sobre temas como la funcidn de los
microorganismos en la degradacidn de los hidrocarburos existentes en el petrdleo
bruto y vertidé, factores limitativos (por ejemplo, la naturaleza del petrdleo,

el pH, la temperatura, la tensién del O,, etc.) de esa biodegradacidn, métodos

‘ 2°
para estimular la biodegradacién natural, mejoramientos genéticos de la biode-

gradacidén de hidrocarburos de cadenas de diversas longitudes, etc. Ademas, el




grupo estarias dirigido por un comité asesor compuesto de expertos en genética,
microbidlogos, ecdlogos, gedlogos e ingenieros del petrdleo para asesorar
sobre las aplicaciones de cualquier microorganismo creado en un medio abierto,
ya sea para limpiar residuos de petrdleo, desparafinar y desulfurar, o bien
para utilizar esos microorganismos en lcs pozos de petrdleo a fin de aumentar

la liberacidén de éste.

Fn el CIIGB se necesitarén amplias instalaciones de planta experimental
para realizar con éxito ensayos sobre el terreno. Se confia en contar para
ello con instalaciones centralizadas; de otro modo, haran falta varios fer-
mentadores con capacidades de 10 a 1.000 galones. Deberian contratarse con
ese £in uno o mAs técnicos, expertos en el manejo de fermentadores y la reco-
leccidn de células. A Zalta de unas instalaciones centralizadas, se necesi-
taréd una zona de 2.0C0 pies cuadrados m#s para albergar las instelaciones

de fermentacifn. El costo de los fermentadores seri de wncs 100.000 ddlares.

Para 1os verdaderos ensayos sobre el terreno, habria que iraasportar

cerca del emplazamiento del pozo de petrdlec les microorganismos cultivados

en el fermentador, juntamente con los nutrientes, y bombe.r esos microcrga-

nismos, en unidén de los nutrientes, en el pozo de petrdleo. Para esta opera-
. S, - » -

cidn se necesitaré un par de camiones dotados de equipo de bombeo. Se confia

en que serian facilitados por los empresarios o propietarios de los pozos de
petrdleo de gque se tratara.

El principal resultado del programa seria la creacifn de cepas genética-
mente estructuradas, capaces de desparafinar y desulfurar el petrdleo bruto,
utilizar répidamente el petrdleo vertido, eliminar de ese petrdleo algunos
metales inconvenientes y, finalmente, liberar el petrdleo de gran viscosidad
embebido en las rocas que no puede ser vxtraido normalmente por bombeo utili-
zando la tecnologia actual. Es posible que algunos de esos objetivecs no se
alcancen en los cinco afios de duracidén del programa. Aunque se puedan crear
cepas genéticamente estructuradas, habréz que ensayar la eficacie de esas cepas
en un medin abierto. Recientemente se ha demostrado que otra cepa gené.ica-
mente estructurada capaz de digerir un producto quimico tdxico persistente
como e 2,4,5-T era muy eficaz para eliminar ese contominante del medio
ambiente (1L). In este sentido, se espera que las cepas creacdas para la
liberacidn de petrdleo o el desparafinado y desulfurado del petrdleo bruto

sean eficaces en sus respectivas esferas de aplicacidn.




Creacidn de cepas para la extraccidn de petrdleo terciario

Muchos de los paré@metros de la extraccién mejorada del petrdleo por
medios microbianos han sido evaluados recientemente en una serie de estudios
patrocinados por el Departamento de Energia de los Estades Unides, y una de
las conclusiones importantes obtenidas es que alrededor del 30 al 40% de los
pozos de petrdleo de Ok)ahoma, Texas, Louisiana, Kansas, etc. resultan apro-
piados para la utilizacidn de procesos microbianos de extraceidén mejorada
del petrdleo, si se pueden obtener microbios y procesos adecuados (véase el
informe sobre el contrato No. DE-AC10-80BC10169 del Departamento de Energia
de los Estados Unidos, 1981). Suponiendo que el CIIGE pueda desarrollar
esos microorgenismos y que @stos sean capaces de permitir una extraccién
del 10 al 20% del petrdleo residual, puede preverse facilmente el enorme
impacto que tendrd esa tecnologia en la disponibilidad de petrdleo bruto en

todo el mundo.

Al crear microorganismos apropiados, nabriz dcs m3todcs de invasti
fundamentales que el CIIGB deberia scguir. Uno serisz el adortado por el
Departamento de Energia de los Istedos Unidos, consistente en aislar cultivos
termofilicos, halotolerantes y anaserobios, ya sea procedentes de piantas de
tratamiento de desechos o de niicleos de depdsitos de pozos de petrdleo.
Entonces podrian intentarse mejoramientos mutacionales u otros mejoramientos
genéticos para aumentar el rendimiento de los cultivos en relacidn con su
tolerancia a condiciones extremas de pE, salinidad, presidén, temperatura, etc.,
y mejorar su capacidad para transformar materiales parafinicos en petrdleo
liquido (véanse los informes sobre los contratos DE-AT19-T8BC30201,
DE-AS19-80BC10302, DE~-AS19-81BC10507, DE~AC19-80BCk0300, etc. del Departamento
de Energia de los Estados Unidos).

Dcbe subrayarse que los anaerobios no resultan particularmente apropiados
para programas dptimos de liberacidn de petrdleo. No se tiene notirnia de que
Ruedan biodegradax los hidrocarburos 2 un ritmo apreciable, por lo que, para
su proliferacidn, deten suministrarse al pozo de petrdleo fuentes de carbono
facilmente asimilable. En segundo lugar, los estudios genéticos con anaero-
tios se encuentran en sus comienzos, ée forwz2 que no seria ajustado a la

realidad pensar en lograr mejoramientos genéticos apreciables en estos

momentos. No obstaate, recientes experimentos con cultivos anaerobios
realizados en varios pozos de petrdleo ¢e Texas y Oklahome pcr una empresa

llamade Petrogen Inc. hean demostrado que, de 2L pozos de petrdleo inyectados
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en seis formaciones diferentes a profundidades que ostilan entre 300 y

L.600 pies con cultivos anaerobios especialmente aclimatados, cuatro indicaron
una duplicacidn de los niveles de produccidn anteriores a la inyeccidn, en un
periodo de seis meses, mientras otros 12 mostraban aumentos del 50% con
respecto a los niveles de produccidn anteriores = la inyeceidn, «n w periodo
de tres meses (Dr. A.G. Swan, Director ie Investigaciones, Petrogen Inc.,

comumnicaciones personales).

El segundo métode del programa de extraccidn mejcrada del petrdleo por
medios microbianos que emprenderia el CIIGB consistiria en magipular genética-
mente cultivos aercbios, en particular del tipo Pseudomonas, con ese fin.

Las bacterias pertenecientes al géncro Pseudomonas son bien conocidas por su
capacidad para utilizar hidrocarburos, incluido 21 C20 y otros t:pos parafi-
nicos. Crecen rapidamente a temperaturss de hasta hhoc, y toleran altas
presiones, cantidades apreciavles de salinidad (la especie marina Pssudomones
tolera incluso una selinidad elavada), variacicnes de=l pEH, ete. Las esgecisas
de Pseudcmon2s son conocidas también por srcducir biorolimeros pclisaczridces

y pueden liherar srandes cantidades ds 4cidos fuertes como 21 EM procedenie
de compuestos clorades. Los instrumentos genéticos para mejorar las especies
de Pseudomonas estén bastante vanzados. El tnico inconven: :nte para la
utilizacién de esas especies es gue tales bac.erias son anaervbias, aunque
algunas especies pueden crecer m-y bien en condiciones anaerobias, con nitratos
como aceptores de electrones. AdemaAs de uwtilizar nitratos, es pocible emplear
la. técnicas del ADN recombinado para intrcducir genes eoxtraiflos en las espe-
cies de Pseudomonas, que les permitan producir oxigeno im_situ en los pozos.
Asi, la creacidén de una bacteria Pseudomonas capaz de digerir los materiales
parafinicos muy viscosos de los pozos de petrdleo, produciendo polimercs poli-
sacaridos y HCl1 a partir de compuestos clorrdos, y de proliferar en un aedio
anaerobio con la produccidn in situ de oxigeno, es algo que puede lograrse en
el CIIGB. La creacidn de esas cepas especializadas y un estudio de su
eficacia para la :xtraccidn mejorada de petrdleo de lus pozos abandonados
seré, por consiguiente, una parte importante de los proyectos del programe
general del CIIGB. El inyectar aire en los pozos de pet:idleo y permitir

a lag cepas de Pseudomona:s genéticamente manipuladas que proliferen para

liberar petrdleo sera también parte de los ensayos sobre el terreno del CIIGB.
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Desparafinasdo y desulfurado del petrdleo bruto

Los recientes estudios genéticos realizados con las especies de
Pseudomcnas han demostrado que es posivle cultivar especialmente en el
laboratorio cepas que puedan utilizar un compuesto conocido y persistente como
el herbicida 2,4,5-T (15). Como no hay microorganismos en la naturaleza que
puedan utilizar el 2,4,5-T como {mica fuente de carbono, el cultivo de esas
cepas en el laboratorio permite esperar que puedan crearse otras cepas aaélo-
ges cepaces de utilizar otros compuestos recalcitrantes como los dibenzotio-
fenos o furanes que, segim se sabe, se encuentran en el petrdleo bruto.

La posibilidad de utilizar cultivos bacterianos capaces de disimilar los
dibenzotiofenos convirtiéndolos en ua producto soluble en el agua, al eliminar
el 90% del azufre del petrbleo brutoc ha sido demosirade shora. Como la
presencia de compuestos de parafina o azufre en el petrdleo bruto produce
problemas le Tm:svorie ¥y contaminacifn, =@ desarrollc de cultivos capaces de
deszperafinar o desulfurar 21 petrdlac truto seria muy Gtil. Ademids, como se
dice en le seccidn sobre extraccidn mejorada, la introduccidn de esas carac-
teristicas en les cepas que se utilizarisan para la extraccidn mejorada no
s6lo liberaria el petrdleo de los pozos de escasa produccidn sino que ese
petrdleo obtendria un precio con prima, a causa de su desparafinado y
desulfurado in situ. Tales microorganismos resultarian especialmente Gtiles
pars el petrdleo bruto extraido en la Replblice Popular de China, Indonesia,
Nigeria, Venezuela, etc. También se intentard la eliminacidén de algunos

de los metales presentes en el petrdlec bruto de algunos paises mediante la

utilizacidén de bacterias genéticamente manipuladas.

Eliminacifn de residuos de petrdleo

Otro proyecto que deberia interesar al CIIGB es la creacién de cepas
multiplasmidicas capaces de utilizar rapidamente el petrdleo vertido.
Aunque la patente general para la creacidn de esas cepas y su utilizacidén en
la zona de vertido es propiedad de la Gerieral Electric Company, pueden hacerse
muchos otros mejoramientos en las cepas. Se han descrito con detalle la
creacidén y la manipulacién genética de esas cepas (16). El CIIGB podria
adoptar métodos analogos para crear una cepa mds eficiente. La utilidad de
esa cepa para eliminar el petrdleo vertido se ensayaria en diversas zonas, como
lagos y rios de agua potable, mares ribereflos y distantes, etc., a fin de

determinar su eficiencia. En caso necesario, se crearian cepas distintas,
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en funcidn de la naturaleza del petrdleo vertido, el estado ecoldgico de la

masa de agua (por ejemplo, lagcs de agua dulce o mares), etc.

C. PLAN DE TRABAJO

afio 0 afio 1 afio 2 afio 2 afio b afio 5
T T T T T 1

i. Creacidn de cepas para la recuperacidn
de petrdleo terciario

o ¢« ensayos sobre el terreno )
ii. Desparafinado y desulfurado del
pecrdleo bruto 1imi {4n 4 tal
\ eliminacidn me )
} e ales
iii. Eliminacidn de residuos de petrdleo
{—__ ENsSEYOS sobre el terreno =
W4 \

D. COOPERACiON CON OTRAS INSTITUCIONES

La cooperacidn con institutos del petrdleo y otras instituciones compe-

tentes se lograré mediante la ejecucidn del programa.

La cooperacidn con los institutos y organismos nacionales para realizar
ensayos sobre el terreno eficaces seré un componente importante d<1 programa

de trabajo.
E. REQUISITOS PREVIOS

Un requisito previo importante del programs son las calificaciones
académicas apropiadas de los alummos procedentes de paises en desarrollo.
Esos alumos deberan tener una formacidn muy sdélida en fisiologia microbiana
y genética, y conocimientos considerables de las técnicas analiticas. En 1la
seleccidén preliminar de los alumos se deberia tener en cuenta también el
tipo de institucidén & la que regresarén los alumos, es decir, si trabajarin
2n un instituto de investigaciones sobre el petrdleo o en una institucién
4édica o departamento universitario de ciencias bioldgicas; 1la posibilidad
de que el alumno utilice sus conccimientos especializados para realizar
investigaciones en materia de extraccidn microbiana del petrdleo o de
eliminacidn del petrdleo vertido en las aguas serd mucho mayor en el caso del
instituto de investigaciones que en los otros dos. La misma ldgica se \

aplica para preferir los slumnos procedentes de paises productores de petré-

1e0 a los procedentes de paises sin petrdleo, en la medida en que aquéllos
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tendrén abundantes oportunidades de aplicar sus conocimientos especializados,
que no tendrén los procedentes de los paises Ultimamente citados.

El costo de los ensayos sobre el terreno podria repartirse entre el
CIIGB y los empresarios de pozos de petrdleo, en particular si se comprueba
que los micrcorganismos desarroliados son eficaces para aumentar varias
veces la extraccidn del petrdleo. Como el cultivo de los microorganismos o
el suministro de nutrientes no son partidas costosas, el costo de cada
inyeccidén en un pozo de petrdleo no deberia ser superior a 5.000 ddlares.

En algunos casos, ese costo podra compenserse con las ganancias del petrdleo
extraido. En general, el costo total de los ensayos sobre el terreno no

deberia exceder de 100.000 dblares anuales.
F. NECESIDADES FINANCIERAS
Para ejecuter este programa de trabzin se necesitaria o

- dos cientificos de categoria superior
- cuatro cientificos de categoria subalterna
- tres becarios posdoctorales

- cuatro técnicos

Se espera que participen en el desarrollo del programs 15 alumos.
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Presupuesto quinquenal
PERSONAL (miles de ddlares de los EE.UU.)

(primer afio, al 40%; segundo afio, al 60% del pleno funcionamiento)

Cientifico de ca*egoria superior 8 afios-hombre 600
Cientifico de categoria subalterna 16 afios-hombre T20
Cientifico posdoctoral 12 afios-hombre 288
Técnicos 16 afios-hombre 272
Total parcial 1.830
Direccién del Centro

¥ personal de apoyo L89
Total del personal 2.369

ACTIVIDADES OFERACICHNALES

CisntiZicos wvisitantes 20 meses-~horbre 160
leuniones de grupos de expertos 2 meses-hombre 50
Servicios de aseroramiento 15 meses-homtre 15C
Capacitacidn 30 afos-hombre 675
Material de informacidn 15
Adquisicidén de productos quimicos, 56 afics-unidad hombre 560
etc.
Asociaciones 75
Gastos diversos 12
Total de las actividades operr 1.757

Total del programa de trabajo 4.126
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ANEXC I
NECESIDADES DE EQUIPO

Como se ha dicho supra, este programa requeriria la participacidén de dos
& cuatro funcionarios del CIIGB y de cinco o seis alumnos procedentes de pai-
ses en desarrollo. ZEse personal no incluye el necesario para realizar los
ensayos sobre el terreno. Como éstos se reslizaran en colaboracidn con los
empresarios de pozos de petrdleo y su personal de ingenieria, la necesidad de

contar con personal de esta clase en el CIIGB no es ev-dente.

Las necesidades de espacio para este programa serian de uncs 5.000 pies
cuadrados de laboratorio con bancos de trabajo, campanas quimicas y sistemas
de recipientes bioldgicos. Seria aconsejable separar la parte del laboratorio
dedicada a manipulacidn gen&tica de la de fisiologia microbiana, para evitar
vroblemas de contaminacidn excesivos. I lzborasiorio deberia estar dotezdo

de equipo modasrno de preperacidn v andlisis, como ror elemzlios:
- - P~ 4 2 - (%] /4

- ultracentrifugadoras (Beckman L8 o DuPent OTD6T)

- espectrofotdmetros registradores (por ejemplo, Gilford 2600 o Beckman
35)

- cromatbgrafo de gases (Varian 3700)
- cromatografia liquida de alta presidén (Perkin Elmer, serie 2)

- 2spectbmetros de escintilacidn de liguidos (Packard Tri Carb o
Beckman LS57000)

- oxigrafos Gilson y respirdmetros diferenciales
- electroforesis y densitdémetros CCL

- 1liofilizedores

- c@lulas de presidn francesas y sonicadores

-~ batidoras e incubadoras

Ademés, 21 grupo de investigacidn debera tener acceso a microscopios
electrdnicos, cromatografia de gases-espectrometria de masas combinada y
equipos de anélisis infrarrojo, de resonancia magnética nuclear y de resonan-~
cia de espines electrdnicos. EL costo de esos equipos podria ascender a
200.000 ddlares.
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