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RESUMEN. La biotecnologia es una poderosa herramienta para la solucién de algunos problemas apremiantes de la
humanidad. Por esta razén, ha tenido un gran desarrollo en las ciencias biomédicas y hoy dia su aplicacién se esta ex-
tendiendo a la industria petrolera. La prospecciéon de nuevos yacimientos petroleros es cada dia, en areas mas dificiles,
por lo que es necesaria la introducciéon de nuevas técnicas. Los microorganismos que oxidan metano, etano, propano y
butano y metabolizan estos hidrocarburos como tUnica fuente de carbono y energia, se emplean como indicadores de emi-
siones de hidrocarburos dependiendo de su densidad. Elevadas concentraciones de estos microorganismos permiten la
identificacién de anomalias microbianas de superficie y se consideran un método indirecto en la prospeccién de petréleo.
Las técnicas microbianas aplicadas a la deteccién de hidrocarburos se definen como métodos que aumentan la eficiencia
de la exploraciéon cuando sus resultados se integran con otros métodos exploratorios. Otro uso novedoso de los métodos
geomicrobiolégicos lo constituye el aumento de la produccion de los yacimientos petroleros. Como consecuencia, los mé-
todos de produccién que emplean microorganismos y sus metabolitos ganan importante espacio en las investigaciones
cientifico técnicas actuales. Los microorganismos y los productos de su metabolismo, en especial, los surfactantes, gases
y polimeros, facilitan la movilidad de los hidrocarburos en el interior del reservorio, energizan el yacimiento y permiten
su extraccion. Otros métodos de recuperacién de crudo combinados con la recuperacién microbiana de petréleo pueden
provocar un efecto sinérgico y estimular considerablemente la produccién.

ABSTRACT. Biotechnology is a powerful tool for the solution of some mankind’s urgent problems, for this reason has
obtained a great development in biomedical sciences, and nowadays its application is being extended to Petroleum In-
dustry. Oil exploration is every day in more complex areas, for this reason it is necessary to introduce new techniques.
Microorganisms that oxidize methane, ethane, propane and butane and metabolize these hydrocarbons as a sole carbon
source and energy are used as indicator hydrocarbons emissions depending on their density. High concentrations of
these microorganisms allow the identification of microbial anomalies of surface and they are considered as an indirect
method in oil prospecting. The microbial techniques applied to the detection of hydrocarbons are defined as a method
that increases the exploration efficiency when its results are integrated with other exploratory methods. Another use
of geomicrobiological methods is increasing oilfields production, as a consequence, the production method that uses
microorganisms and their metabolites are more frequent as investigations scientific techniques. The microorganisms
and the products of their metabolisms, mainly surfactants, gases, and polymers, facilitate mobility of hydrocarbons in-
side reservoir, they energize the oil and allow its extraction. Other methods of crude recovery combined with microbial
enhanced oil recovery can produce a synergic effect and stimulate the production.

INTRODUCCION

La importancia de la industria petrolera a nivel
mundial y en Cuba es indiscutible. La explotacién de
los yacimientos petroleros comenzé hace un siglo y,
hoy dia, la sociedad depende fuertemente del petréleo
parala produccién de energia y de materias primas para
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diversas industrias.! En Cuba, la industria del petréleo
se encuentra en franco desarrollo y crecimiento; el pais
cuenta con una creciente actividad de prospeccién de
petréleo y gas natural, igualmente crecen las labores
de extraccion y la capacidad de refinacién y produccién
en las refinerias.
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El petréleo y su industria caracterizan las sociedades
de la época actual. De los yacimientos petroleros mundia-
les, cada ano se extraen miles de toneladas del combusti-
ble f6sil. La mayor parte del petréleo crudo se consume
como combustible en forma de gasolinas, diesel y turbo
combustible. Las fracciones mas volatiles también se
usan como combustibles, por ejemplo: metano, etano,
propano y butano. Otra parte se consume como aceites
y lubricantes en la industria eléctrica y los motores de
combustién interna y como asfaltenos en la pavimen-
tacién de carreteras. Alrededor del 15 % del petroleo se
utiliza como materia prima para la sintesis de plasticos,
un grupo heterogéneo que incluye polialquenos (como
el polietileno, polibutileno, polipropileno), poliestirenos
y cloruro de polivinilo (PVC).!

El petroéleo se define como una mezcla compleja
de hidrocarburos y heterocompuestos con origen en
la descomposiciéon de la materia orgéanica a través de
largos periodos de tiempo."? Entre los componentes
del petréleo se encuentran compuestos alifaticos, entre
ellos, n-alcanos lineales y ramificados y cicloalcanos;
aromaticos: benceno y derivados; asfaltenos, porfirinas
y resinas de baja y elevada masas moleculares con pre-
sencia de piridinas, quinolinas y sulfonatos. También
integran la mezcla segln la naturaleza del petréleo:
mercaptanos, tioésteres, entre otros. Ademas contiene
otros elementos minoritarios como oxigeno y nitrégeno,
asi como trazas de metales tales como vanadio, cobalto,
niquel, entre otros.?”

Los alcanos o parafinas, familia mas numerosa en los
crudos de naturaleza parafinica, son lineales o ramifica-
dos y su longitud varia de 1 a 40 4&tomos carbono, aunque
se detectan cadenas de hasta 60 &tomos de carbono. Las
moléculas ciclicas son saturadas o aromaticas. Los ciclos
saturados, en los que varios atomos de carbono se unen en-
tre si por enlaces sencillos, se conocen como ciclo-alcanos,
ciclo-parafinas o naftenos y son componentes minoritarios
del petréleo crudo segun su naturaleza, mientras los com-
puestos aromaticos son derivados del benceno. Los anillos
se encuentran fusionados entre si o sustituidos con cadenas
alifaticas. Los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs)
o poli nacleo-aromaticos comprenden del 10 al 25 % del
petroéleo crudoy son las fracciones mas pesadas. Los crudos
ricos en metales pesados y azufre, asi como en moléculas de
elevada masa molecular, como las resinas y los asfaltenos
se consideran petréleos de bajo valor.?

La destilacién de los crudos permite la separacién de
las fracciones del petréleo de acuerdo con su volatilidad,
tamano y complejidad estructural, propiedades diferentes
para cada una de ellas.”? De esta manera, se logra la se-
paracién de los componentes més ligeros, gases de hasta
cuatro atomos de carbono con temperaturas de ebullicién
sobre los 30 °C, hasta las fracciones mas pesadas compues-
tas por mas de 20 atomos de carbono con temperaturas de
ebullicién superiores a los 350 °C (Tabla 1).1%-12

Tabla 1. Fracciones de petroéleo crudo.

El descubrimiento de los acidos nucleicos, la des-
cripciéon detallada de los procesos de replicaciéon y
transcripcion del ADN y ARN y sintesis de proteinas, asi
como la manipulacién genética de los seres vivos, espe-
cialmente, de los microorganismos, generaron nuevas
perspectivas de trabajo para la biotecnologia moderna,
entre ellas, la aplicacién de la biotecnologia a la indus-
tria petrolera. La descripcién reciente de la estructura
tridimensional de los ribosomas, mediante técnicas de
cristalografia por RX, senala un camino de éxitos para
la biotecnologia y conducen a nuevas aplicaciones para
laindustria contemporanea. La comprensioén de los me-
canismos moleculares que garantizan la expresién de la
informacién genética permite el avance y desarrollo de
la biotecnologia, incluidas las herramientas biotecno-
légicas de interés para la industria del petréleo. Hoy se
reconoce la necesidad de introducir tecnologias limpias
en el procesamiento del petréleo, reducir el consumo
energético y disminuir la contaminacién ambiental que
genera la actividad petrolera. Por ello, la implementacién
y consideracién de la biotecnologia resulta imprescin-
dible en proyectos de investigacién y desarrollo que
aborden el bioprocesamiento del petrdleo para disminuir
la contaminacién; por ejemplo, la remocién biolégica de
azufre por bacterias; de metales por enzimas y la trans-
formacion de asfaltenos en crudos mas ligeros por acciéon
biolégica, de manera que el producto adquiera mayor
calidad y valor comercial con la ejecuciéon de bioprocesos
mas limpios que los tratamientos tecnolégicos clasicos.?

El tratamiento de desechos peligrosos y muy téxicos
constituye para las generaciones contemporaneas un
tema de maxima importancia, el uso masivo de deri-
vados del petréleo incrementa la concentraciéon de los
compuestos xenobidticos en el aire, las aguas y los suelos
con nefastas consecuencias para la biota y el equilibrio
dindmico de los ecosistemas. Sin dudas, las aplicaciones
biotecnolégicas seran imprescindibles en la solucién de
estas probleméticas.

La biotecnologia y algunas de sus herramientas se
aplican en la industria del petréleo, en muchos casos con
éxitos incuestionables. Los principales campos de acciéon
de la biotecnologia y de la microbiologia petrolera son
la recuperaciéon mejorada de petréleo (RMP), biocorro-
sién y biotratamientos con diferentes objetivos. En los
procesos de RMP se emplean microorganismos y sus
metabolitos para estimular la produccién de crudo en el
yacimiento; el estudio de la corrosién como consecuencia
de la contaminacién microbiana constituye otra area
de especial atencién, asi como la busqueda de nuevos
inhibidores de corrosién producidos por microorganis-
mos. La biorrefinacién lista entre los biotratamientos de
interés en las nuevas refinerias. La biodesulfurizacién y
biodesnitrogenacién son estrategias que se emplean en
los esquemas mas avanzados e integrados de refinacién
de los derivados del petréleo. Por otra parte, la biorreme-

Nombre genérico

Intervalo de ebullicién

Numero de 4tomos

de la fracciéon (§(®)] de carbono
Gases 30 3-4
Nafta 30-175 4-10
Kerosina 165 - 200 10-14
Diesel 176 - 365 15-20
Fracciones aceitosas 300 - 380 16 - 22
Compuestos pesados > 350 > 22
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diacién y los tratamientos de aguas y efluentes gaseosos
se consideran herramientas que disminuyen el impacto
ambiental de las operaciones de la industria petrolera.?

El objetivo de esta resena fue analizar la aplicaciéon de
métodos biolégicos y biotecnoldgicos en la exploraciéon
y produccién de petréleo.

ORIGEN BIOLOGICO DEL PETROLEO

Los combustibles fésiles, como el petréleo y el carbén
de mina, se derivan de estratos geolégicos de origen
organico que se formaron hace millones de anos. Se
plantea que el petréleo proviene de grandes cantidades
de plantas y animales marinos cuyos restos se cubrieron
por sedimentos y formaron depésitos subterraneos. El
material biolégico que originé los depésitos de petréleo
se encuentra fuertemente degradado, por lo que es com-
plejo que se infiera los primeros pasos de su conversion.
Sin embargo, existen otros tipos de yacimientos de hi-
drocarburos similares al petréleo conocidos como rocas
sedimentarias quimicas, a las que pertenecen la turba,
el lignito pardo, el lignito y el carbén o la hulla, y su
estudio ha permitido teorizar sobre las primeras etapas
en la conversiéon de restos orgéanicos en hidrocarburos.
Las sustancias ricas en hidrocarburos producidas por
la destilacién de estos materiales son los kerogenos. El
kerogeno se define como un complejo de materia vegetal
y animal diagenéticamente transformada en el estado
sélido y de origen sapropélico. El material de partida
para los kerogenos son las plantas como los equisetos,
los licopodios, los juncos, las canas, los arbustos, los
musgos pantanosos, entre otros. Las plantas crecieron en
pantanos y lagos de agua dulce, los cuales se inundaron
ocasionalmente por mares llanos en un clima subtropical
hasta tropical. Con la ausencia de aguas subterraneas
circulantes la descomposicién normal de los restos ve-
getales, que se basa en la presencia de oxigeno, termina
enseguida bajo la cobertura de sedimentos y de otros
restos vegetales y se forman gases como el diéxido de
carbono y el metano.?

A través de largos periodos de tiempo (millones de
anos), los restos pasaron por dos etapas de degrada-
cién, una biolégica y otra abidtica. Se hipotetiza que
en la primera etapa, los microorganismos anaerobios
convirtieron los restos organicos en un material similar
al kerogeno actual. Durante la fase abidtica siguiente,
presiones elevadas y el calor cambiaron los sedimentos
a rocas sedimentarias y el kerogeno a petréleo. La con-
version se catalizé por metales y por las mismas arcillas
de los estratos. Como consecuencia de la acumulacién de
gases (metano, principalmente) que funcionan como pro-
pulsor, los pozos subterraneos de petréleo se movilizan
hacia los poros y fracturas de las rocas y eventualmente
afloran de manera espontanea a la superficie del suelo.?

Desde el punto de vista microbiolégico, la identifi-
cacién de los microorganismos participantes en la for-
macioén del kerogeno constituye todo un reto, se trata de
organismos microscopicos que existieron hace millones
de anos y cuyos remanentes se localizan enterrados
a cientos de metros de profundidad. Sin embargo, se
identifican algunas especies microbianas viables aso-
ciadas a depédsitos de petréleo en explotacién mediante
herramientas moleculares, aunque no se asegura que
provienen del yacimiento y no de contaminacién con
especies contemporaneas. Una alternativa novedosa es
la buisqueda de microfésiles asociados a yacimientos
de kerogeno. Bajo condiciones especiales se identifican
algunos de estos microfésiles como miembros de los
grupos cianobacterias y protozoarios.®

Como alternativa, se intenta la identificaciéon de
cierto tipo de moléculas organicas que solo provienen
de organismos vivos, ya sean procariontes o eucariontes.
Estos fésiles moleculares se conocen como bioindicado-
res o biomarcadores y se derivan de los lipidos celulares
y de membranas. Un estudio de esta naturaleza se aplico
en un yacimiento de kerogeno en Australia y permitié
que se estableciera que los tres dominios de organismos
vivos (Archaea, Bacteria, Eukarya), existen hace 3 800
millones de anos y se consideran participantes poten-
ciales en la fase biolégica de la formacién del petréleo.?

Procesos microbianos en la industria petrolera

La industria petrolera es inminentemente quimica,
muchos la consideran la industria quimica por excelen-
cia, de mayor complejidad estructural y operacional. Se
exploran actualmente nuevas metodologias y tecnologias
que aumenten su rentabilidad y la eficiencia de sus ope-
raciones. Los precios del petréleo cayeron en los Gltimos
meses y las reservas de hidrocarburos ligeros se agotan
con su explotacion. Los derrames de petréleo y sus de-
rivados durante las acciones de perforacién, extraccion,
refinacién y comercializacién son frecuentes y causan un
severo dano ambiental, en muchos casos irreversibles.
Ante estas realidades, los procesos microbianos ganan
un importante espacio en la industria petrolera. Cada vez
se le presta mas atencién a las metodologias que com-
prenden microorganismos y sus productos metabdlicos
con potencialidades de aplicacién industrial. La biotec-
nologia y la microbiologia encuentran aplicacién en los
procesos de exploracién, produccion, refinacién y tra-
tamiento de desechos. Los bioprocesos que se emplean
en la industria del petréleo se basan en el metabolismo
microbiano y en la interaccién de sus metabolitos con el
crudo y sus derivados. Otras aplicaciones se soportan en
la busqueda de microorganismos o biomoléculas indica-
doras para evidenciar la ocurrencia de un fenémeno, como
por ejemplo, eventos de biocorrosiéon y acumulaciones
de hidrocarburos. Cuba, pais con desarrollo creciente
y sostenido en la busqueda, perforacién, produccion y
refinacién de petréleo, no exhibe avances notorios en el
desarrollo de herramientas biotecnolégicas aplicadas a la
industria petrolera, por lo que constituye una prioridad
para la comunidad cientifica nacional la investigacién y
desarrollo de nuevas y propias metodologias biotecnolo-
gicas para su insercién en la industria nacional.

Microorganismos y exploracion de petroéleo

Los métodos de exploracion de petréleo mediante
técnicas microbiolégicas forman parte de los métodos
de prospeccion geoquimica de superficie. La exploracion
geoquimica de superficie investiga la presencia de hidro-
carburos quimicamente identificables que se encuentren
en la superficie o cerca de ella, o los cambios que se inducen
por la presencia de esos hidrocarburos en el suelo. Las
evidencias que se obtienen de estos estudios permiten
localizar en el subsuelo acumulaciones de hidrocarburos.'®

La expresion geoquimica de superficie de las microfugas
de hidrocarburos toma formas diferentes:!>!

m Concentracién anémala de hidrocarburos en sedimen-
tos, suelos, aguas y también en la atmodsfera.

m Anomalias microbiolégicas.

m Formacién de lutitas parafinicas.

m Presencia de gases anémalos no relacionados con
hidrocarburos, tales como el helio y el radoén.

m Cambios mineralégicos en el suelo como la formacién
de calcita, pirita, uranita, azufre elemental, asi como
ciertos sulfuros y 6xidos de hierro.
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m Alteraciones de minerales de arcilla.

m Anomalias de radiacion.

m Anomalias geotermales e hidrolégicas.

m Decoloracién de las capas rojas.

® Anomalias geoboténicas.

m Alteraciones acusticas, eléctricas y magnéticas del
suelo y los sedimentos.

Los métodos de prospecciéon microbiolégica en la
exploracién de yacimientos de petréleo se utilizan desde
hace cinco décadas. La base cientifica de estos métodos
de exploracion y prospecciéon de petrdleo consiste en
la migracién de hidrocarburos ligeros gaseosos, como:
metano (C)), etano (C,), propano (C,) y butano (C,), desde
el reservorio hasta la superficie del yacimiento y en la
asimilacion de estos compuestos hidrocarbonados por
grupos especificos de microorganismos que habitan el
subsuelo de estos ecosistemas.!* Existen bacterias que
oxidan metano, etano, propano y butano, y que ademas,
usan exclusivamente estos gases como Unica fuente de
carbono y energia para su crecimiento. La densidad de
estas bacterias varia de areas con presencia de hidro-
carburos respecto a otras donde no se localizan reser-
vorios de petréleo.’® El aislamiento y enumeracién de
bacterias que oxidan esos hidrocarburos se usan como
meétodo indirecto en la prospeccién de petréleo. Algunos
estudios informan una relacién directa y positiva entre
la densidad de estos grupos microbianos y la concen-
tracién de hidrocarburos en el suelo.' La aplicacién de
estos métodos en la exploracion de petréleo se discute
fuertemente en la actualidad.

Las técnicas microbiolégicas modernas permiten la
deteccion de forma indirecta de la presencia de hidrocar-
buros livianos (hidrocarburos con hasta cuatro 4&tomos
de carbono) en suelos y el mapeo de su extensién con
precision. Las condiciones petrofisicas de las rocas re-
servorio presentan connotaciones geoldgicas interesan-
tes, ya que un reservorio pobre, con baja permeabilidad,
no favorece el escape de hidrocarburos, mientras que
uno de muy buena permeabilidad permitira una migra-
cién activa desde el reservorio hasta la superficie. Una
anomalia microbiolégica en superficie se asocia a fases
porosas y permeables del reservorio y con la presencia
de hidrocarburos, ademdas permite la localizacién de
trampas estratigraficas.'?

Las bacterias que oxidan metano se encuentran con
predominio en el subsuelo de cualquier reservorio, ya
que el metano constituye el gas en mayor proporcién y
el hidrocarburo maés liviano, por tal razén, se favorece
su difusion del reservorio a la superficie.' Los grupos
bacterianos que con mayor frecuencia se informan con la
potencialidad de oxidar hidrocarburos ligeros son: Bre-
vibacterium, Corynebacterium, Flavobacterium, Myco-
bacterium, Nocardia, Pseudomonasy Rhodococcus.1-13-16
Los citados grupos microbianos se consideran bacterias
indicadoras y su existencia en cantidades anémalas se
relaciona con la presencia de hidrocarburos en el subsue-
lo. Se informa que el éxito de estas metodologias es igual
o superior al 90 %. El método se integra con los datos
experimentales que aportan otros métodos geolégicos,
geofisicos y geoquimicos que evallian la presencia de
hidrocarburos en un area determinada y contribuye a
disminuir el riesgo exploratorio y a potenciar el éxito
de la actividad de exploracién de petréleo. Entre las
técnicas de valor exploratorio que se contemplan para la
integracion de los resultados resaltan el complejo redox
y el andlisis cualitativo y cuantitativo de gases absor-
bidos y libres.®* Se informan relaciones inversamente
proporcional entre las cantidades de microorganismos

y de gases libres y absorbidos, de manera que cuando se
detecta un maximo de actividad microbiana, se cuanti-
fica un minimo de gases, de acuerdo con el consumo de
estos por los microorganismos.*

Las técnicas de prospeccién geomicrobiolégicas son
de maximo interés para muchos paises y numerosos
grupos de investigacién apelan a su estandarizacién.
Varios paises como Libia, Iran, Estados Unidos, Brasil
y en especial, la India, informan resultados relevantes
en el tema. En Cuba, no existen experiencias en estos
estudios y la aplicacién de estas técnicas ayudaria a
la localizacién de nuevos reservorios en tierra y a la
disminucién del riesgo exploratorio en las acciones de
prospeccioén de los yacimientos nacionales.

La exploraciéon geomicrobiolégica de petréleo
ofrece algunas fortalezas: valor exploratorio segun las
experiencias internacionales, complementa criterios
geolégicos con criterios geomicrobianos en los proce-
sos de exploracién de petréleo, asumiendo posiciones
multidisciplinarias en las experiencias exploratorias e
informa sobre la presencia de hidrocarburos en el perfil
vertical de la zona de muestreo. De igual modo, presenta
algunas desventajas tales como: no ofrece informacién
cuantitativa respecto a la presencia de hidrocarburos ni
sobre la composicién hidrocarbonada del reservorio.'!7?

Recuperacion mejorada de petroleo con empleo de
microorganismos

Las reservas de petrdleo tienen una capacidad de
produccion limitada, por lo que se prevé su agotamiento
en el futuro. El descubrimiento de nuevos yacimientos
con grandes reservas de crudo ocurre cada vez con
menos frecuencia y los esfuerzos se abocan hacia la re-
cuperaciéon del que permanece aun entrampado dentro
del yacimiento y que no fluye espontadneamente a través
de los pozos de produccién.!é20

Del total de crudo presente en un yacimiento, solo se
recupera de un 10 a un 50 % por métodos convencionales.
Por esta razon, existe gran interés en el desarrollo de
metodologias quimicas y fisico quimicas que permitan
recuperar parte del petréleo remanente en el yacimien-
to.2! Estas metodologias se agrupan en los procesos de
Recuperacion Mejorada de Petréleo (RMP).?? El desa-
rrollo de métodos microbiolégicos para aumentar la
produccién de petréleo comenzé a considerarse desde
la mitad del siglo pasado. Los procesos microbiolégicos
de RMP se sustentan en el aprovechamiento de los me-
tabolitos producidos por los microorganismos durante
su crecimiento 2>% y se consideran ventajosos respectos
a las variantes fisico quimicas por ser mas econémicos
al consumir menos energia, no depende de los precios
del petréleo y no emplea sustancias quimicas agresivas
al medio ambiente.?®?” Los metabolitos microbianos
disminuyen las tensiones interfacial y superficial en el
sistema, reducen la viscosidad del crudo, aumentan la
permeabilidad del reservorio, desplazan el crudo de la
matriz del yacimiento y facilitan los procesos de extrac-
cién.?® Entre los metabolitos microbianos de interés
en estas metodologias se encuentran: polimeros, gases,
acidos carboxilicos, hidroxiacidos, aldehidos, cetonas,
alcoholes, peréxidos organicos, ésteres, aunque de espe-
cial interés son los biosurfactantes.* Los biosurfactantes
disminuyen la tensién interfacial entre dos fluidos y los
requerimientos de presion en el yacimiento, hechos que
permiten el desplazamiento del crudo.?!

La busqueda de nuevas cepas y metabolitos con
aplicacién en procesos de Recuperacién Mejorada de Pe-
tréleo constituye una prioridad para muchos grupos de
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investigacién.?? Especificamente, la busqueda de nuevos
bioproductos con principios surfactantes constituye una
premisa para la biotecnologia contemporanea aplicada a
la extraccion del petréleo.?® La industria del petréleo en
Cuba exige esfuerzos y voluntades multidisciplinarias
para el tratamiento de los yacimientos y crudos cuba-
nos. La aplicacién de métodos fisicos y quimicos para
la estimulacién de la produccién de petréleo son usados
en Cuba, sin embargo, no existen en el pais métodos
microbiolégicos estandarizados ni productos de origen
microbiano para aplicar en procesos de Recuperacion
Mejorada de Petréleo. Paises como Iran, Brasil, India,
Rusia, Turkia, China, Estados Unidos y Korea, entre
otros, apelan actualmente a la busqueda de nuevas
cepas microbianas con potencialidades de producir
bioproductos a partir de variadas y baratas fuentes de
carbono y energia, hecho que demuestra la actualidad
e importancia de este tema.?%%

Segnini et al.?* aislaron de la formacién petrolera
brasilena Carmopolis Basin la cepa Klebsiella pneumo-
niae con potencialidades de aplicacién en procesos de
RMP Los estudios microbiolégicos concluyeron que la
cepa es viable luego de 91 d de conservacién en medio
salino y ademas, como consecuencia de los cambios mor-
folégicos celulares penetra facilmente en los poros del
reservorio modelado. Se construyeron en el laboratorio
reservorios con dimensiones y tipos de poros diferentes
para evaluar la remocién de crudo a partir del impacto
de los metabolitos excretados y de la interaccion de las
células bacterianas con los poros de los yacimientos
modelados. El uso de cepas de Klebsiella pneumoniae
en estimulacién a pozos de petréleo debe considerarse
de acuerdo con su caracter patégeno.

El grupo de los bacilos haloterméfilos Gram positivos
formadores de esporas es uno de los grupos microbianos
de interés en las estrategias de Recuperacién Mejorada
de Petréleo mediante microorganismos. Dastgheib et
al.?! informaron el aislamiento de la cepa Bacillus li-
cheniformis sp. ACO1 de un reservorio de petréleo de
Iran con crecimiento 6ptimo a 45 °C, pH 8 y resistente a
180 g - L' de cloruro de sodio. Esta cepa mostro elevada
capacidad para producir bioemulsificantes, aunque no
creci6 en presencia de hidrocarburos como fuente de car-
bono. La produccién de emulsificantes resulté 6ptima en
medio con extracto de levadura como fuente de carbono
y nitrato de sodio como fuente de nitrégeno. Estudios
de laboratorio demostraron la recuperaciéon de petréleo
residual en 22 % cuando se emple6 un tratamiento con
la cepa ACOL.

Por otra parte, experimentos en el laboratorio de-
mostraron que el surfactante producido por Bacillus
subtilis 20B removié el 30,22 % del petréleo contenido
en una columna empaquetada con arena y petrdleo.®
Esta bacteria mostré otras cualidades de interés para
los procesos de RMP como crecer a 55 °C y tolerar 7 %
de cloruro de sodio. La cepa produjo el surfactante a
partir de diversas fuentes de carbono: glucosa, alcohol
e hidrocarburos.

Bacillus amyloliquefaciens LP03, aislado de una
muestra de suelo, produjo un lipopéptido con activi-
dades surfactante y emulsificante. Se identificé que el
lipopéptido, de 1 022,6 Da de masa molecular, lo com-
ponen cuatro aminoacidos: glutamina (Glu), leucina
(Leu), metionina (Met) y prolina (Pro), organizados en
la secuencia de siete aminoéacidos siguiente: Glu-Leu-
Met-Leu-Pro-Leu-Leu y por el 4cido graso B-hidroxi-C13.
El lipopéptido identificado difiri6é de las surfactinas y se
clasific6 como un nuevo lipopéptido: bamilomicina A.

En la purificacién del lipopéptido se usaron métodos
de precipitacién acida, extraccién por precipitacién
en metanol, cromatografia en columna de gel silice y
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC: High
Pressue Liquid Cromatography), mientras que, en los
andalisis de composicién molecular del metabolito se
utilizaron técnicas analiticas como la espectrometria de
masas y HPLC.?

Serratia marcescens MTCC 86 produjo un lipido con
elevada actividad emulsificante durante su crecimiento
en sucrosa. El lipido compuesto por unidades de 3-(3’-hi-
droxitetradecanoloxi) y 3-(3’-hidroxihexadecanoloxi)
resulté efectivo a nivel de laboratorio, ya que removid
el 90 % del crudo en una columna empacada con arenay
petréleo, hecho que demuestra la potencialidad del pro-
ducto microbiano en procesos de RMP. El producto tam-
bién mostré efectividad al remover petréleo impregnado
en las paredes de contenedores de almacenamiento.
Para los estudios de estructura molecular, se realizaron
extracciones con acetona, cloroformo y metanol y pos-
teriormente, se aplicaron técnicas analiticas tales como
cromatografia en capa delgada, cromatografia gaseosa
acoplada a espectrometria de masas y espectroscopia
infrarroja.?

Los dos ejemplos anteriores demuestran la importan-
cia de los métodos analiticos espectroscopicos y cromato-
graficos en la identificacién y caracterizacién molecular
de los metabolitos producidos durante el crecimiento
microbiano. Una adecuada metodologia de purificacion,
basada en estrategias de sucesivas precipitaciones con
disolventes, evaporizacién y extraccion, seguida de la dis-
posicién de técnicas analiticas, permiten informar sobre
los detalles estructurales de la composicién molecular del
metabolito de interés. La estructura molecular permite
que se explique, o al menos teorice, sobre los fenémenos
moleculares que ocurren en el sistema en estudio y la
funcién de las entidades moleculares que se identifican.

Wang et al.? demuestran que los procesos de RMP
con microorganismos son factibles. Inocularon dos
pozos petroleros (26-195 y 27-221) con tres cepas de
bacterias exdégenas y luego de la inyeccién microbiana,
el pozo se cerr6 durante un tiempo. Cuando comenzé la
produccién, se comprobé un aumento en los volimenes
de crudo extraido de 1,58 y 4,52 toneladas diarias en los
pozos 26-195 y 27-221 respectivamente, comparado con
los volumenes de produccién obtenidos antes del tra-
tamiento. Los andlisis electroforéticos de las muestras
de crudo tomadas durante el proceso indicaron que las
proteobacterias predominaron en el yacimiento. Otra
experiencia productiva a partir del empleo de RMP
con microorganismos la desarroll6 Behlulgil et al.’® en
un reservorio turco de petréleo pesado. El reservorio
se inocul6 con Clostridium acetobutylicum y luego del
tratamiento, la produccién aumenté en 12 %, ademaés, se
comprobaron cambios en el pH y la viscosidad del crudo.

La produccién de biosurfactantes en el interior del
yacimiento se demuestra en los estudios de Youssef et
al.,?® cuando comprobaron la sintesis de un biosurfac-
tante lipopeptidico en un reservorio inoculado con un
cultivo mixto de dos cepas de Bacillus (Bacillus RS-1
y Bacillus subtilis subs. spizizenii NRRL B-23049) y
nutrientes (glucosa, nitrato de sodio, trazas de metales).
La concentracion de biosurfactantes alcanzé 90 mg - L7,
concentracién nueve veces superior a la requerida para
remover el petréleo de los poros de las rocas, segun estudios
de laboratorio de este mismo grupo de investigacién.
En los pozos inoculados se detect6 diéxido de carbono,
acetato, lactato y 2,3-butanodiol. El estudio permitio la
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modelacién cinética de procesos microbianos de RMP y se
calcularon los intervalos de crecimiento (0,06 = 0,01) h™, el
balance de carbono (107 + 34) %, la produccién de biosur-
factante (0,02 + 0,001) h'y el rendimiento de produccién
del biosurfactante [(0,015 + 0,001) mol biosurfactante
- mol* de glucosa)]. Los resultados experimentales
permitieron demostrar la factibilidad de los procesos
microbiolégicos de RMP.

Aunque estos ejemplos demuestran las ventajas de
las variantes microbianas de RMP, muchos empresarios
se muestran escépticos al asunto. La estequiometria del
proceso, asi como los rendimientos y las concentraciones
de productos en las condiciones del yacimiento, son
aspectos que deben sistematizarse. Otros aspectos de
importancia son la movilizacién del crudo por accién de
los metabolitos microbianos, el periodo de vida media
de estas moléculas organicas, el rango de actividad biol6-
gica en las condiciones reoldgicas y de pH, temperatura
y fuerza idénica del reservorio y las técnicas de control y
seguimiento de las concentraciones de microorganismos
y metabolitos en el yacimiento.?3739

CONCLUSIONES

Labiotecnologia constituye una estrategia imprescin-
dible para el desarrollo de la industria petrolera cubana,
de manera que la convierta en una industria competitiva
y ecolégicamente sostenible.

La deteccién y enumeracién de grupos microbia-
nos que oxiden hidrocarburos ligeros se emplea como
meétodo indirecto en la prospeccién de hidrocarburos y
disminuye el riesgo exploratorio en las actividades de
busqueda de petréleo.

La prospecciéon geomicrobiana de hidrocarburos
resulta una metodologia atractiva para la exploracién
nacional de crudos, si se consideran las caracteristicas
de los yacimientos cubanos en tierra.

Los microorganismos y sus metabolitos aumentan
la energia de los yacimientos de petréleo y permiten
mediante diversos procesos la recuperacién del hidro-
carburo que permanece en el yacimiento.

Los métodos de recuperaciéon mejorada de petréleo
constituyen una propuesta alternativa de tratamiento
a pozos y yacimientos petroleros, con impacto en la
produccién, a la vez que garantizan extracciones mas
seguras y disminuyen los danos fisicos y quimicos a la
formacién del yacimiento.
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