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PATENTE DE INTRODUCCIGN
por 10 allos
por "UN PROCEDIMIENTO PARA LA DEGRADACION MICROBIANA DEL
PETROLEO", a favor de BIOTEKNIKA INTERNATIONAT, INC., de
nacionalidad norteamericana, domiciliada en ALEXANDRIA,

Virginia 22310 (USA), 5510 Vine Street.

MEMORIA DESCRIPTIVA

La presente Patente de Introduccidén se relacio
na a un procedimiento para la degradacidén microbiana del
petréleo, Mis particularmente, se refiere a un método pa
ra degradar sustancias de petrdleo, ya sea crudo o refi-
nado, por medio de microorganismos como medio de, por ejem
plo, limpiar derrames de aceite como los que pueden ocu-~
rrir en mar abierto, en aguas dulces tierra adentro, en
playas de arena, en playas de costaé rocosas, en lineas de
litoral limitadas por rocas, playas sembradas de pedrus
cos, lagunas afectadas por las mareas y muelles, Ia inven
cidén también es aplicable para limpiar recipientes cerra-
dos tales como, por ejemplo, fondos de buques tanqueso tan
ques de almacenamiento gue contienen petrdleo crudo, frac-

ciones pesadas de alquitrén, asfaltos y residuos pesados
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viscosos de petrdleo crudo,

La limpieza del medio ambiente tiene gran impor
tancia en la actualidad tanto para cualquier pais en par-
ticular como para el mundo, La contaminacidén en el aire
¥y en el agua son problemas principales en la sociedad tec
nolégica de la actualidad. Por lo que se refiere a la con
taminacién en el agua, los derrames de petréleo han lle-
gado a ser un problema cada vez mayor con el advenimiento
de la perforacidén mar adentro y el transporte de petrdleo
en enormes barcos tanques, Se han hecho muchas proposi-
ciones para la limpieza y/o degradacién de tales derra-
mes de aceite, pero ninguno ha tenido un éxito satisfac-
torio hasta la fecha.

E1l resultado final deseado de la degradacidn
de petrdélec es restaurar los medios ambientes marinos, la
flora y la fauna en el fondo del mar y de los litorales,
hasta convertirlos en medios ambientes ecoldgicamente
limpios. El empleo de materiales de origen primordialmen-
te biolégico que no sélo sean degradantes para el aceite
sino que también sean comestibles, benéficos y por com-
pleto no patogénicos a la flora y a la fauna marina, se-
ria especialmente ventajoso., Los detergentes gintéticos,
los agentes emulsificadores, los disolventes orgédnicos
o cualquier otro producto de procesos quimicos o de las
industrias de la petroquimica, propuestos hasta hoy, no
poseen las ventajas inherentes en el empleo de materia-
les de origen biolégico., De hecho, el uso de productos
quimicos sintéticos a menudo da por resultado una muer-
te masiva de la fauna y la flora marinas dentro de uns

amplia 4rea geogréfica.
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Hasta el presente se han utilizado en esta téc
nica cuatro métodos principales para limpiar los derra-
mes de petrdéleo. Son los siguientes:

(1) E1 empleo de barcazas recogedoras de derra
mes para quitar el petrdéleo de la superficie del agua.El
petrdleo que se elimina debe ser eliminado como desecho
o debe recuperarse, Sin embargo, las barcazas recogedoras
de derrames son solo Utiles en aguas calmadas., Este es
un método fisico.

(2) E1 empleo de barreras o similares para con
tener la pelicula de petrdleo o aceite que va a ser re-
cogida de la superficie de las aguas contaminadas., Este
método fisico se ha utilizado en aguas calmadas,

(3) E1 empleo de dispersantes quimicos, deter—
gentes y solventes, como se explicé brevemente en lo an-~
terior. Puesto que la mayor parte de estos productos qui
micos son téxicos a la vida béntica, de litoral y marina,
no se espera un empleo muy amplio de los mismos,

(4) Se ha +tratado de quemar el petréleo crudo,
pero el petréleo no sufre una combustidén completa, y el
negro de humo sin quemar es téxico. Otro peligro posi-
ble reside en el hecho de que las fracciones del petrd-
leo que no se quema por completo y que contienen fenan-
treno, antracenos y derivados de los mismos, estin entre
los carcindgenos quimicos mds potentes conocidos al hom-
bre.

Otro de los objetos de la presente invencidn
es proporcionar un procedimiento mejorado para degradar
¥y limpiar derrames de petrdéleo en mar abierto, que elimi

na las desventajas y deficiencias de los métodos ante-
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Otro objeto de la presente Patente es proporcio
nar un proceso para la degradacidén microbiana del petréd-
leo cuando se desea, por ejemplo, como elemento para la
limpieza de derrames de petrdleo o para la limpieza de bo
degas en los buques tangues o barcos, o tanques de alma-
cenamiento que contienen crudos de petrdleo indeseables,
fracciones pesadas de alquitrdn, asfaltos Yy residuos pe-
sados, viscoscs, de petrdleo crudo.

Un objeto adicional de la presente Patente es
proporcionar un procedimiento para degradar varias subs-—
tancias de petrdleo de manera:fécil, eficiente y en for-
ma relativamente econdmica.

Un objeto ain adicional de la presente Patente
€s proporcionar microorganismos que son capaces de degra
dar fracciones de petrdleo, dejando una masa de células
comestible y benéfica, y que es por completo no patogéni
ca a la fauna y a la flora marina, al hombre Y a los ani
males,

Adn otro objeto de la presente Patente es pro~
porcionar un método para la degradacién del petrdleo, en
el gque no hay necesidad del manejo, el transporte y el
almacenamiento de equipo pesado y voluminoso.

Estos y otros objetos y ventajas de la presen—
te Patente serédn aparentes para las personas conocedoras
de esta téecnica, al considerar la siguiente memoria y
reivindicaciones,

De acuerdo con la presente invencidn, se logran
los objetivos anteriores y se ha descubierto un procedi-

miento ventajoso para la degradacién microbiana de acei-
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te y petrdleo que emplea ciertos microorganismos que uti
lizan los hidrocarburos., Ia ventaja distintiva y singu-
lar de la presente invencidén es que todos los materiales
utilizados se derivan originalmente de substancias comes
tibles gque no son téxicas., Es igualmente aplicable a la
degradacidén de petrdéleo y a la degradacién de otros des—
perdicios industriasles en general, tales como sobrantes
de fédbricas que preparan o enlatan alimentos, fébricas
de papel, establos y plantas de productos gquimicos disol
ventes, plastificadores, alecoholes, aldehidos, cetonas,
dcidos orgdnicos, compuestos fendlicos y otros compues-
tos ciclicos al medio ambiente. La expresién "petréleo”
tal como se utiliza en esta memoris tiene la intencidn de
designar el petréleo crudo asi como fracciones de petré-
leo y productos derivados de petrdleo, tales como hidro—
carburos alifdticos y aromdticos, alecoholes, aldehidos,
cetonas, 4dcidos orgédnicos, fenoles, naftalenos, fenantre
nos, antracenos, ésteres, etcétera, De esta manera, el
término "petrdéleo" como se utiliza en la presente Paten-
te, se refiere a compuestos orginicos gue contienen car-
bono, incluyendo alcanos de cadena recta o ramificada
(incluyendo parafinas de diferentes pesos moleculares) y
otros compuestos alifdticos (ineluyendo aliciclicos ta—
les como ciclohexano) asi como compuestos heterociclicos
y carboxilicos aromiticos,

Se admite que el destino final de los desperdi
cios de aceite asi como de los desperdicios que incluyen
aquéllos de origen orgdnico, que entran en las aguas na-
turales, es la degradacidén (oxidacidn) por las activida-

des combinadas de bacterias, actinomicetos, levaduras y
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hongos imperfectos. Dichos organismos pueden ser de ori-
gen marino o terrestre, y pueden ser no patogénicos. En
la presente invencidn se ha aprovechado la eleccién jui-
ciosa de microorganismos que han sido adaptados para
utilizar compuestos altamente seleccionados de carbono
como fuente de energia y requerimientos de carbono para
su crecimiento,

El proceso de la presente invencidn para utili
zarse por ejemplo en la limpieza de petréleo o aceite de
rramado, es un proceso puramente bioldégico en el que las
bacterias seleccionadas, actinomicetos, levaduras y hon-
gos filamentosos que descomponen el petrdéleo crudo y lo
convierten de masas de aceite o petrdleo derramado, en
masas de células vivientes no tdéxicas, comestibles, Es-
tas masas de células se canalizan al ciclo de alimenta-
cién para alimentar formas superiores de vida marina T,
en esta forma, se logra un resultado final muy ventajoso,
ademds de resolver el problema del derramamiento de acei
te o petréleo. No hay necesidad de operaciones de limpie
za auxiliares cuendo un derrame de gceite se degrada de
acuerdo con la invencidén y, como se indicé anteriormente,
tampoco hay necesidad de manejo, transporte y almacenamien
to de equipo pesado y voluminoso,.

Los siguientes microorganismos, todos completa
mente nuevos y no evidentes, se utilizan en la presente
invencidén. Estos microorganismos son especies de cardc~
ter especial que han sido mutadas para lograr los objeti
vos de la invencién., Han sido depositados con la Ameri-
can Type Culture Collection en Rockville, Ma:yland, v se

les han designado los numeros de catdlogo ATCC:
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Candida parapsilosis, Y15 ATCC 20246

Candida tropicalis, Y14 ATCC 20247

Candida utilis, Y13 ATCC 20248

Aureobasidium pullulans, 1 ATCC 20249

Myrothecium verrucaria, 1 ATCC 20250

Cladosporium cladosporioides, 1 ATCC 20251

Saccharomyces cerevisiae, Y16 ATCC 20252

Aspergillus sp., K ATCC 20253
Rhodotorula sp., Y17 ATCC 20254

Candida lipolytica, Y12 ATCC 20255

Nocardia corallina, N-301 ATCC 21504

Nocardia globerula, N-39 ATCC 21505
Nocardia globerula, N-45 ATCC 21506
Nocardia opaca, N-300 ATCC 21507

Nocardia rubra, N-2 ATCC 21508

Nocardia paraffinae, N-114 ATCC 21509

Estos microorganismos tienen las caracteristi—

cas que se muestran en las siguientes tablas, Todas las
pruebas indicadas son las pruebas standard utilizadas en

el campo microbiolbgico.
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Todos los microorganismos anteriores son formas
terrestres o de agua dulce, Una de las caracteristicas
singulares y distintivas de todos los microorganismos an
teriores es que son del tipo que utilizan hidrocarburos
y atacan y degradan al petrdleo de acuerdo con los obje-
tivos de la invencién.

Se requieren medios variados para las diferen-
tes finalidades del manejo de estos cultivos. Todos los
microorganismos empleados en la presente invencidn crece
rédn en un medio de agua de mar ciento por ciento o con
parte de agua de mar y parte de agua destilada. Para el
fin de identificacidén de los cultivos, se observaron to-
das las reacciones usuales standard bioquimicas mostra-—
das en las tablas anteriores, sobre medios hechos con
agua destilada a fin de proporcionar condiciones de cre~-
cimiento standard y comparativas.

Se encontrdé que el siguiente medio es bastante
satisfactorio como medio de uso general y para toda fing
lidad, por ejemplo, para mantener cultivos almacenados:

Medio de aplicacién general.

Caldo de infusidén de corazén (Difco) 23.0 g.
Extracto de levadura 3.0 g,
Glicerol 5.0 ml,
Glucosa 5.0 g,
Agar 15.0 g.
Hy0 (destilada) 1000 ml.

Se utilizd el caldo standard de Bushnell-Haas
para el estudio de la utilizacidn de hidroecarburos por
los microorganismos. Se encontré que el siguiente medio

es bastante apropiado paras esta finalidad en relacidn con
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los microorganismos empleados en la presente invencidn:

MgSO4 0.2 g.
CaCl, 0.02 g.
KH2P04 1,0 g.
K2HP04 1.0 g.
NH4NO3 1.0 g.
FeCl3 0,05 g.
Azul de bromotimol 0.008 g.
H,0 (destilada) 1000 ml,

Se encontrd preferible y ventajoso el siguien~
te medio, para la produccién de células microbianas en
gran escala:

Proteina de semilla de algodén 5.0 g.

NH4NO3 2.5 g.
(NH4)2HPO4 2.5 g,
Mgs0, 0.2 g.
K2HP04 1.0 g.
Petrdleo crudo 5.0 ml,
Sal marina 35.0 g.
Agua del grifo 1000 ml,

En vez de la sal marina ¥y agua del grifo, pue—
de utilizarse agua de mar natural en el medio anterior,
laaireacién se proporciona suministrando oxigeno al tan-
que o reoipiente de fermentacién, Por lo general, las cé
lulas bacterianas se recogen después de aproximadamente,
dos dias, las células de actinomicetos se cosechan des-
pués de aproximadamente, cuatro dias, los cultivos de le
vadura se cosechan después de aproximadamente, cinco
dias, lo que depende de la turbidez, y los cultivos de

hongos se cosechan después de aproximadamente cineo dias,
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El recipiente o fermentador de grandes lotes se siembra
con un cultivo joven equivalente comprendido aproximada-
mente entre cinco y ocho por ciento de la capacidad to-
tal del fermentador. S5i es necesario, puede emplearse un
agente antiespumante, por ejemplo, Dow Antifoam A,

Por lo tanto, ya bien sea un medio de cultivo
sintético o un medio nutriente natural, son apropiados
para el crecimiento de las cepas de microorganismos em-
pleados en la presente invencidén, mientras contenga los
nutrientes esenciales para el crecimiento de la cepa o
las cepas de microorganismos determinados. Dichos nu~-
trientes son bien conocidos e'incluyen substancias tales
como una fuente de carbono, una fuente de nifrégeno, com
puestos inorgénicos y similares, que utilizan los microoxr
ganismos empleados en cantidades apropiadas.

Los microorganismos utilizados en la presente
crecen y sobreviven en un medio nutriente acuoso que con
tiene un hidrocarburo o mezcla de hidrocarburos, como
fuente principal de carbono, Dichos hidrocarburos inclu-
yen parafinas de cadena recta o cadena ramificada (alca-
nos) que van desde los alcanos gaseosos, tales como meta
no y propano, alcanos liquidos o semisélidos, tales como
n-pentano, n-octano, n-~decano, n-dodecano, n-hexadecano,
isopentano, isocctano, ineluyendo.parafinas sélidas de
cadena larga que tienen puntos elevados de fusidnm, clclo
parafinas tales como ciclohexano y ciclooctano, olefinas
de cadena recta o cadena ramificada tales como penteno-2,
hexeno-l, octeno-l, octeno-2, etecétera, cicloolefinas ta
les como ciclohexeno, hidrocarburos aromiticos tales co-

mo benceno, o-xileno,naftaleno, fenantrenos, antracenos,




10.

15,

20,

25.

30.

omo

etcétera, y mezclas de los mismos asi como hidrocarburos
mezclados tales como queroseno, aceites ligeros, aceites
pesados, crudos de petréleo, aceites para motores de reac
cién, gasolina, etecétera. Otras substancias orgénicas, ta
les como alcoholes, aldehfdos, cetonas, acidos orgdni-
cos, compuestos fendlicos y aromidticos heterociclicos y
carbociclicos, son utilizados por los microorganismos pre
gentes,

Junto con los hidrocarburos, pueden utilizarse
en el medio de cultivo pequefias cantidades de otras fuen
tes de carbono, tales como carbohidratos, por ejemplo,
glucosa, fructuosa, maltosa, sacarosa, almidén, hidroli-
zado de almiddn, melasas, etcétera, o cualquier otra fuen
te apropiada de carbono tal como glicerol, manitol, sor-
bitol, 4cidos orgdnicos, etc. Estas substancias pﬁeden
utilizarse ya sea solas o mezclando dos o mis de ellas,

Como fuente de nitrégeno pueden emplearse varias
clases de sales o compuestos inorgdnicos u orgénicos, ta
les como sales de urea o de amonfaco como cloruro améni-
co, sulfato aménico, nitrato aménico, fosfato aménico, et
cétera, o uno o mds de un aminodcido o proteinas crudas
mezcladas en combinacidén, o substancias naturales conte~
niendo nitrégeno, tales como licor de infusién de maiz,
extracto de levadura, extracto de carne, harina de pesca
do, peptona, caldo, hidroxilatos de caseina, solubles de
pescado, extracto de salvado de arroz, etcétera. Estas
sustancias también pueden ser utilizadas Ya sea solas o
en combinaciones de dos o mis de ellas.

Los compuestos inorgdnicos que pueden afiadirse

al medio de cultivo incluyen sulfato de magnesio, fosfa-
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to sédico, fosfato potdsico dihidrogenado, fosfato potd-
sico monohidrogenado, sulfato de hierro u otras sales de
hierro tales como cloruro férrico, cloruro de manganeso,
cloruro de calecio, cloruro sédico, nitrato aménico, etcé
tera,

Los microorganismos empleados en la presente
invencidén se cultivan bajo condiciones aerdbicas, tales
como agitacién aerdbica del cultivo o con agitacidén y ail
reacidén del cultivo sumergido, a una temperatura de, por
ejemplo, entre aproximadamente 5 y 359C y a un pH de por
ejemplo, aproximadamente de 6 a 8, Los microorganismos
son recogidos en un momento apropiado y se utilizan como
se explica a continuacidn,

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS MODALIDADES PREFERIDAS

El procedimiento objeto de la presente inven-
cién puede utilizarse para eliminar petrbleo y fraccio-
nes de petrdleo de lugares en los que su presencia cons-
tituye una contaminacién perjudicial. De esta manera,
con este proceso, es posible limpiar derrames de petré-
leo en mar abierto, en playas arenosas, en playas roco-
sas, en costas de rocas, en muelles y en aguas de tierra
adentro. No hay restriccidén en cuanto a la fraccidn de
petrdleo que puede ser degradable. De acuerdo con ello,
el procedimiento puede emplearse para degradar alcanos,
alquenos, alquinos, fenoles, naftalenos, fenantrenos, an
tracenos, dcidos orgdnicos, aldehidos, cetonas, ésteres
¥y similares, es decir, compuestos orgdnicos conteniendo
carbono, incluyendo compuestos aciclicos, aliciclicos,
heterociclicos y carbociclicos,

Como ejemplos, se han degradado por completo o
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bédsicamente por completo, los siguientes aceites y mez-
clas de aceites utilizando el procedimiento de la presen
te invencién:

MUESTRA DE ACEITE NO, 1

Aceite Quaker State 7
(SAE 20-20W) 950,0 ml.

Keroseno (Amoco) 200.0 ml,
Gasolina (Esso-"normal") 50.0 ml.
Parafina (Gulf), sélida 50.0 g.

# Creolina 1.25 ml,
Azufre, en polvo amarillo 2.5 g.

# Un desinfectante para uso general fabricado por Plough
Ine,, que consiste en alquitrédn de carbdén, aceites neu-

trales, fenoles, jabdén e ingredientes inertes (10% en

agua).

MUESTRA DE ACEITE NO., 2

Crudo de kirkuk (Irak) que tiene las siguientes
caracteristicas:

Densidad, API , 35.7
Temperatura de descongelacién =26,112 C
Azufre 1.95 %
Carbono segin Conradson WT% 3.26
Viscosidad a '1009F (87,782C)C.S, 4.78
MUESTRA DE ACEITE NO, 3

Combustible para motor de reaccidn JP-4.

MUESTRA DE ACEITE NO, 4

Combustible Bunker C.
MUESTRA DE ACEITE NO, 5

Aceite crudo. de Venezuela,

De esta forma, la presente invencidén también



10.

15,

20,

25.

30.

puede utilizarse para limpiar, por ejemplo, tanques de
almacenamiento, compartimientos de bodega de buques tan-
que en vista de la amplia diversidad de substancias de
petrdleo degradables por medio de los microorganismos des
critos en la presente.

Se describird ahora un método preferente para
combatir los derrames de aceite o de petréleo. Es mejor
utilizar una mezcla de la mayor parte o de la totalidad
de los microorganismos a fin de obtener una degradacidn
de amplio espectro, ain cuando pueden utilizarse en si-
tuaciones especiales, especies sencillas de microorganig
mos o mezclas seleccionadas de los microorganismos des-—
eritos. Los microorganismos se siembran o se dispersan
sobre un &rea de derrame de petréleo por medio de botes,
aviones o cualquier otro vehiculo apropiado. La mezcla
empleada ooﬁ preferencia incluye un absorbente a base
de celulosa para evitar que se extienda el aceite. Son
absorbentes a base de celulosa, por ejemplo, la paja, el
bagazo, corteza de pino triturada, serrin o cualquier
otro producto forestal o agricola. Con el absorbente tam
bién se mezclan nutrientes adicionales para los microoxr
ganismos, tales como proteina de semilla de algoddn y sa
les inorgénicas de nitrdégeno y fésforo, por ejemplo., In-
cluidas en la mezcla también hay un némero de especies
microbianas seleccionadas y elegidas para la operacidn
de limpieza en particular, que depende del tipo de acei~
te, el lugar geogriafico y la estacidén del afio (tempera-
tura). E1 proceso es aplicable desde una temperatura jus
tamente por encima de la temperatura de congelacidén

(aproximadamente 2°C) hasta aproximadamente 392C., El tra
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bajo de la degradacién de aceite comienza enseguida al
eésparcirse la mezcla sobre la superficie de aceite, Ia
evidencia de la degradacidén del aceite se aprecia més y
més a cada dia que pasa. Ia degradacidén completa tiene
lugar en un periodo de tiempo tan corto como de una sema
na, pero puede tardar més, lo que depende de la cantidad
de petrdleo o aceite derramado ¥ de las condiciones de
temperatura,

No es necesario utilizar un absorbente, y los
microorganismos pueden utilizarse en forma de pasta acuo
8a o en forma de grinulos secos con los nutrientes afladi
dos,

Cuando se desconoce el volumen del derrame de
aceite o petréleo, como en los casos de los pozos petro-
liferos mar adentro, la concentracidén de los microorga-—
nismos afiadidos a 1a mezcla del absorbente y los suple-~
mentos de nutriente debe ser, por lo menos 2.42 kilogra-
mos/hectdrea. Cuando se conoce el nfmero de litros de
aceite en el derrame de aceite, la cantidad de 1a mezcla
de microorganismos, absorbentes y nutrientes aditivos ‘em
pleados debe ser cuando menos suficiente para proporcio~
nar una capa de semilla delgada de varias unidades por
ciento (P/V), Aproximadamente de 1 a 5% es deseable., ILas
cantidades substancialmente menores que éstas actdan més
lentamente, atin cuando son atn efectivas, mientras que
las cantidades substancialmente mayores son innecesarias,
excepto en situaciones especisgles.

El procedimiento de la presente Patente es un
procedimiento puramente bioldgico en el que las bacterias,

los actinomicetes, las levaduras ¥ los hongos filamento-
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sos seleccionados descomponen el petréleo crudo o los des
perdicios orgdnicos y utilizan los hidrocarburos como
fuente de carbono para el crecimiento. El procedimiento
da por resultado una conversién de muchas toneladas de
aceite derramado en muchas toneladas de células microbig
nas las que, a su vez, se convierten en alimento para el
plancton, moluscos, y otra vida marina. Puesto que la to
talidad de los microorganismos, son formas terrestres,
morirdn cuando se consuma la totalidad del aceite. Por
lo tanto, no hay necesidad de limpieza después de que la
degradacién microbiana ha quedado completa.

El proceso de la invencién puede aplicarse en
aguas abiertas y en playas. Es particularmente dUtil en
costas rocosas en las gue no pueden desplazarse vehicu-
los de ruedas., El empleo de productos forestales tales
como serrin, corteza de pino, harina de madera, borra de
algoddén, corteza y/o paja de algoddén, bagazo, viruta de
heno, papel desmenuzado, etc., se utiliza para ayudar a
localizar el derrame de aceite y para evitar que se ex-
tienda adicionalmente, Por ejemplo, la adicidn de protel
na de semilla de algodén o los subproductos de la molien
da de semilla de soja junto con la adicién de nutrientes
de nitrégeno y fésforo, proporciona un medio nutritivo
equilibrado para los microorganismos., Puesto que todos
estos aditivos son de procedencia agricola o forestal,
son seguros y no tdéxicos, Adicionalmente, estas substan—
cias proporcionan una matriz sobre la cual la mezcla afia
dida de los microorganismos procede para degradar la to-
talidad del aceite absorbido.

El uso de mezclas de microorganismos propor-—




5.

10,

15.

20,

25,

30.

ciona une biomasa resultante mayor, que es Util en la ca
dena de alimentos para las formas superiores de vida. La
degradacién de petréleo tiene lugar mis rdpidamente cuan
do el derrame de aceite se trata con 8 hasta 15 cultivos
diferentes. Dicha técnica proporciona un me jor medio de
ataque para las diferentes substancias que pueden estar
presentes en la pelicula de aceite.

El siguiente ejemplo se da simplemente como
ilustrativo de la presente invencidn y no debe conside-
rarse como limitativo. Se han explicado diferentes moda-
lidades preferidas de la invencidén a través de la soliei
tud, y el siguiente sdélo es un ejemplo especifico de la
misma,

EJEMPLO

Se 1llevé a cabo una prueba de limpieza al aire

libre en un derrame de aceite en la costa Este de Virgi-

nia, Se seleccionaron dos lagunas, La laguna de prueba

era aproximadamente circular y tenia un didmetro de 23
metros, con una garganta de 4 metros. Los didmetros va-
riaban un tanto con la marea, El lecho de prueba era un
bastidor cuadrado con tablas de 2.44 x 2,44 metros, las
tablas tenian 2.54 centimetros x 30,48 centimetros con
flotadores a los lados. La laguna de control tenia aproxi
madamente un ancho de 30,48 metros con una garganta con
6 metros de ancho., Ambas lagunas, separadas por una dis-
tancia de tierra aproximada de 107 metros, eran sitios
de prueba ideales, Se derramd petrdleo crudo (3.1 litro)
en ambos lechos de prueba,

Se afiadié una mezcla de cultivos formada por

la totalidad de los diez y seis microorganismos que se
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dan en la lista anterior, a 8,17 kilogramos de paja,
1.36 kilogramos de bagazo y 2.50 kilogramos de Proflo
(proteina de semilla de algoddn)., La mezcla resultante
se vacid en el interior de un barril de pléstico de 75.7
litros. El calor de la fermentacidén se hizo cada vez més
elevado después de un lapso de entre 3 y 4 horas., La megz
cla posteriormente se vacid al interior del lecho de
prueba. ELl lecho de control se dej6é intacto con el acei-
te afiadido,

Los lugares de prueba y de control se verifica
ron tres dias después. El aceite en el lecho de prueba
habia sido esencialmente degradado en su totalidad. El
aceite en el lecho de control estaba esencialmente sin
cambios. Cantidades himedas de pruebas tomadas de los le
chos de prueba mostraron la presencia de protozoarios en
la muestra del lecho de prueba, pero ninguno en la mues-
tra del lecho de control., También habian algas verdes mi
croscépicas en la muestra de prueba, pero ninguna en la
de control.

En el sexto dia, el aceite en el lecho de prue
ba habia sido degradado hasta mds del 95%, mientras que
no habia substancialmente cambio en el lecho de control.
Nuevamente se tomaron muestras de cantidades himedas de
estos lechos de prueba, que mostraron la presencia de al
gas verdes microscdpicas y protozoarios en la muestra
del lecho de prueba, pero ninguna en la muestra del le-
cho de control,

Por lo tanto, el aceite en el lecho de prueba,
ha sido substancialmente degradado y la vida marina en

el mismo era una vez més, abundante, Sin embargo, en el
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lecho de control en donde no se habian puesto microorga—
nismos, permanecia la pelicula de aceite y destruys subs
tancialmente la totalidad de la vida marina originalmen-
te presente en el mismo,

De esta manera puede verse que la presente in-
vencidén proporciona una manera deseable Yy ventajosa para
degradar y limpiar el petrdéleo por medio de la degrada-
cién microbiana, de manera tal que puede restaurar el
érea contaminada con aceite hasta hacer un medio ambien~
te habitable y ecoldgicamente limpio, Este procedimiento
se lleva a cabo de manera segura y en forma relativamen
te econdémica, sin ningidn riesgo para la vida humana, ani
mal o marina,

Debe entenderse gue la presente invencién abar
ca el empleo no s6lo de los microorganismos descritos an
teriormente que se dan para fines puramente ilustrativos,
sino que también incluye el empleoc de los mutantes produ
cidos a partir de 1los mioroorganismos enumerados especi
ficamente, siempre y cuando ejecuten la misma funcién,
Ademds es de entenderse que la invencién incluye el em-
pleo de subcultivos obtenidos por diferentes técnicas mi
crobianas standards., Dichos mutantes y/o subcultivos pue
den diferir en ciertos aspectos de las nuevas cepas des-
critas anteriormente, pero trabajardn para degradar el
petrdleo aproximadamente en la misma forma que sSe expone
anteriormente,

Habiendo descrito en esta forma la invencidn,
serd obvio que la misma puede variarse en distintas for-
mas, Dichas variaciones no deben considerarse como algo

aparte del espiritu y el alcance de la invencidn, y se
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tiene la intencidén de que todas estas modificaciones co
mo son obvias a las personas hdbiles en el arte, deben
estar incluidas en la presente Patente.
Todo cuanto no afecte, altere, cambie o modifi
5. que la esencia del procedimiento descrito, serd variable
a los efectos de la actual Patente.
NOTA,
Se reivindica como objeto de esta Patente de
introduccidn:
10, l.- Un procedimiento para la degradacién micro
biana del petrdleo, caracterizado por tratar petréleo,
por lo menos con un microorgahismo seleccionado del grupo
que consiste de cepas no patogénicas, que utilizan hidre

carburos, de Candida parapsilosis, Candida tropicalis,

15, Candida utilis, Aureobasidium pullulang Myrothecium ve-

rrucaria, Cladosporium cladosporioides, Saccharomyces ce-

revisiae, Aspergillus sp., Rhodotorula sp., Candida lipo-

lytica, Nocardia cordllina, Nocardis globerula, Nocardia

opaca, Nocardia rubra, y Nocardia paraffinae, durante un

20. tiempo suficiente hasta que el petréleo tratado haya si-
do substancialmente degradado.,

2,- Un procedimiento para la degradacién micro
biana del petrdleo, segln la reivindicacidn 1, caracteri
zado porque el mencionado microorganismo se mezcla con

25. un material celuldsico,

3.- Un procedimiento para la degradacién micro
biana del petréleo, segin la reivindicacién 2, caracteri
zado porque el mencionado microorganismo se mezcla con
un material celuldsico, una fuente de nitrégeno y una

30, fuente de fésforo,
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4.~ Un procedimiento para la degradacién micro
biana del petrdleo, segin la reivindicacién 2, caracteri
zado porque el mencionado microorganismo se afiade al pe~
tréleo en una cantidad de cuando menos 2.42 kilogramos de
células en himedo por cada hectirea de superficie de pe-
trdleo,

5.~ Un procedimiento para la degradacién micro
biana del petréleo, segin la reivindicacidn 1, caracteri
zado porque el mencionado microorganismo se afiade al pe-
tréleo en una cantidad comprendida aproximadamente entre
1% y 5% en peso de microorganismo por volumen de petrd-
leo.

6.- Un procedimiento para la degradacidn micro
biana del petrdleo, segln la reivindicacidn 2, caracteri
zado porque el mencionado material celulésico se selec—
ciona del grupo que consiste de serrin, corteza de pino,

harina de madera, borra de algodén, corteza de semilla

de algoddén, paja, bagazo, viruta de eno y papel desmenu-

zado,

7.~ Un procedimiento para la degradacidn micro
biana del petrdleo, segiin la reivindicacidn 3, caracteri
zado porque la fuente de nitrdgeno mencionada es protei-
na de semilla de algodén.

8.~ Un procedimiento para la degradacién micro
biana del petréleo, segin la reivindicacidn 1, caracteri
zado porque el mencionado microorganismo se emplea en
forma de wuna pasta acuosa o en forma de grénulos,

9.~ Un procedimiento para la degradacién micro
biana del petrdleo, segin las reivindicaciones anterio-

res, caracterizado porque el microorganismo es seleccio-
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nado del tipo que consiste de: Candida parapsilosis ATCC

20246, Candida tropicalis ATCC 20247, Candida utilis

ATCC 20248, Aureobasidium pullulans ATCC 20249, Myrothe—

cium verrucaria ATCC 20250, Cladosporium cladosporioides

ATCC 20251, Saccharomyces cerevisiae ATCC 20252, Asper-

gillus sp. ATCC 20253, Rhodotorula sp. ATCC 20254, Can-—
dida lipolytica ATCC 20255, Nocardia corallina ATCC

21504, Nocardia globerula ATCC 21505, Nocardia globeru—

la 21506, Nocardia opaca ATCC 21507, Nocardia rubra ATCC

21508 y Nocardia paraffinae ATCC 21509, durante un tiem-

po suficiente hasta que el petrdleo tratado haya sido
substancialmente degradado.

10.- Un procedimiento para la degradacidén mi-
crobiana del petrdleo, seglin la reivindicacién 9, carac-
terizado porque el mencionado microorganismo se afiade al
petrdleo a una temperatura aproximadamente de 2° C hasta
aproximadamente %92 C,

Sean cuales fueren las circunstancias que concu~
rran en la esencialidad de la Patente de Introduccidén, de-
finida en las anteriores reivindicaciones, cuyo objeto es:

11.- "UN PROCEDIMIENTO PARA LA DEGRADACION MI-
CROBIANA DEL PETROLEO",

Consta la presente memoria de treinta y dos ho-

jas foliadas y mecanografiadas por una sola cara.

Barcelona, 90 ABR. 1972
P,A, de BIOTEKNIKA INTERNATIONAL, INC,

ALFONSO DURAN
p. p.

Fdo.: lvis Durén Benejom

JR/pe.
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