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Resumen

Maluenga A., Manuel, H.

BIOMEJORAMIENTO DEL CRUDO EXTRAPESADO CAMPO
CARABOBO MEDIANTE ENZIMAS EXTRACELULARES DE
HONGOS FILAMENTOSOS
Tutores Académicos: Prof. Francisco Yanez y Prof. Edgar Cotte

Tutores Industriales: Dr. Vladimir Leon y Dr. Leopoldo Naranjo

Tesis. Caracas, U.C.V. Facultad de Ingenieria. Escuela de Ingenieria Quimica.
Escuela de Ingenieria de Petréleo. Aiio 2007, 141 p.
Palabras Claves: Crudo Extrapesado, Asfaltenos, Biomejoramiento,

Enzimas Extracelulares

Resumen. El incremento de la demanda mundial de combustibles y la necesidad de
mejorar la calidad de vida del venezolano hacen necesario explotar las mayores
reservas probadas del mundo de crudos extrapesados (CXP) localizada en la faja
petrolifera del Orinoco (FPO). Sin embargo, estos hidrocarburos no convencionales
poseen una elevada concentraciéon de moléculas con estructura compleja denominadas
asfaltenos, los cuales, ocasionan una serie de problemas operacionales durante los

procesos de extraccidn, refinacion y transporte del CXP.

En este sentido, el presente Trabajo Especial de Grado plantea una alternativa
biotecnoldgica que permita el mejoramiento enzimatico del CXP, mediante el uso de
enzimas oxidativas extracelulares (EOE) del sistema enzimatico de degradacion de la
lignina (SEDL).

Los objetivos planteados en este trabajo consisten en estudiar el potencial de
bioconversion de CXP de algunas EOE de los hongos filamentosos BM-02, BM-04,
BM-36 y BM-39, y su efecto sobre las propiedades fisico-quimicas (densidad y

composicion) del CXP campo Carabobo.



Resumen

Para el cumplimiento de estos objetivos, en primer lugar, se determind el potencial de
bioconversion de las cepas fungicas empleadas mediante ensayos fenotipicos y
estudios enzimaticos. Para evaluar el efecto de las EOE sobre las propiedades fisico-
quimicas del CXP campo Carabobo, se llevo cabo la caracterizacion de muestras de
CXP tanto no biotratado como biotratado mediante analisis de densidad, método
SARA, y por medio de la destilacion simulada para determinar los cambios

producidos en sus cortes de destilacion.

Los resultados fenotipicos revelaron la alta capacidad de dichos hongos de utilizar
diversos hidrocarburos poliaromaticos (HPAs) como unica fuente de carbono y
energia, asi como de sintetizar EOE. Los estudios enzimdticos mostraron los altos
niveles de actividad de las enzimas LiPp y LACp inducidas en las especies BM-04,
BM-36 y BM-39, las cuales, fueron seleccionadas para realizar los ensayos de
biomejoramiento del CXP. Los resultados obtenidos de la destilacién simulada,
aplicada a las muestras de CXP biotratadas con la mezcla de LACp durante 20 h y
posteriormente sometidas a tratamiento térmico (350 °C), mostraron una conversion
enzimatica del residuo 500 °C+ hasta un 10 % y un incremento hasta un 15 % en la
produccion de gaséleo con respecto al control. Asi mismo, se logré una ganancia total
de combustibles (fuel gain) hasta del 10 % del CXP biotratado con la mezcla de
LACp.

Por otra parte, los resultados obtenidos con la mezcla de LiPp mostraron un bajo
potencial de bioconversion del CXP, puesto que logré convertir parte del gaséleo
hasta un 15 % de diesel y hasta un 5 % de jet fuel en comparacién con el control. Sin
embargo, produjo un aumento del residuo 500 °C+ hasta un 10 %. Asi mismo, con la

mezcla de LiPp se obtuvo una disminucién de la cantidad total de combustibles.

En general, el andlisis de densidad asi como el método SARA mostraron ligeras
diferencias entre las propiedades de las muestras de CXP biotratadas con ambas
mezclas de enzimas y el control. En conclusién, los resultados revelan el alto

potencial de bioconversion del SEDL sobre el CXP de la FPO
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Introduccion

INTRODUCCION

El crudo extrapesado (CXP) de la faja petrolifera del Orinoco (FPO), contiene altas
concentraciones de asfaltenos, resinas, heterodtomos tales como: nitrégeno, azufre y
oxigeno (N, S, O) asi como varios metales, particularmente niquel y vanadio. Las
resinas y los asfaltenos constituyen las fracciones mds polares y de mayor peso
molecular en este tipo de crudo, siendo responsables de su alta densidad (8-10 °API)
y viscosidad, lo cual dificulta su extraccion, transporte y refinacién por métodos

convencionales.

Por otra parte, la disminucion de las reservas de crudo convencional, es un factor que
estimula el desarrollo de un proceso biotecnoldgico que logre la transformacion del
crudo extrapesado en un crudo comerciable y de fécil refinacién, reduciéndose, de
esta manera, la contaminacién ambiental, el consumo de energia en los procesos y la

obtencion de productos de mejor calidad.

El presente trabajo de investigacion plantea el mejoramiento enzimatico de los crudos
no convencionales de la FPO, mediante la conversion enzimdtica parcial (CEP)
(Tecnologia del IDEA) utilizando enzimas oxidativas extracelulares del sistema
enzimatico de degradacion de lignina (SEDL) presente en hongos filamentosos. Estas
enzimas catalizan la oxidacién de una gran gama de compuestos orgdnicos entre los
cuales se encuentran: hidrocarburos policiclicos aromdticos (HPAs), compuestos
aromdticos clorados y colorantes, ya que poseen una alta especificidad hacia ese tipo
de sustrato. El SEDL incluye un amplio rango de oxidorreductasas, tales como:
lacasas y peroxidasas ligninoliticas de alto potencial redox (lignina peroxidasa,

manganeso peroxidasa y versatil peroxidasa).



Introduccion

Bajo la hipdtesis de si estos sistemas enzimadticos extracelulares, llevan a cabo la
oxidacion parcial de los enlaces internos presentes en los HPAs, asi como en las
resinas y asfaltenos, entonces podrdn conducir a la bioconversion del CXP, al
cambiar sus propiedades fisico-quimicas y evitando la pérdida de dtomos de carbono
por lo cual mantiene su poder calorifico. De tal manera, la tecnologia limpia de CEP
propuesta en el presente trabajo, promoverd un biomejoramiento del crudo, por
disminucién de su viscosidad, mejorando su composicion, disminucién de su
densidad, beneficiando los procesos a los cuales se somete el crudo posteriormente ya
que se necesitarian condiciones de operacién menos severas y por ende menos

costosas.

De este modo, los objetivos planteados en este trabajo consisten en estudiar la
bioquimica parcial de algunas enzimas extracelulares de los hongos filamentosos
empleados, y su efecto sobre las propiedades fisico-quimicas (densidad, viscosidad y
composicion) del CXP campo Carabobo, para determinar el potencial de conversion
de las enzimas oxidativas extracelulares sobre las fracciones mds pesadas de los CXP

de la FPO.
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CAPITULOI

CONSIDERACIONES GENERALES

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El CXP es extremadamente viscoso, contiene altas concentraciones de asfaltenos,
resinas, heterodtomos de nitrégeno, azufre y oxigeno asi como varios metales,

particularmente niquel y vanadio.

En la industria petrolera, las propiedades fisico-quimicas de los CXP originan serios
problemas operacionales tanto en los procesos de extraccion, como en la
transportacion y refinacidon, ocasionando mayores dafios al medio ambiente,
requiriéndose mds energia en los procesos de refinaciéon y produciéndose una
disminucién en su eficiencia, lo que trae como consecuencia un menor beneficio

econdmico (Leén y Kumar, 2006).

Los métodos convencionales utilizados actualmente para reducir la viscosidad y
mejorar los CXP (adicién de solventes, craqueo térmico, craqueo catalitico, entre
otros.) implican grandes costos, son poco selectivos y altamente contaminantes. Por
otro lado, la investigacion y el desarrollo tecnoldgico en la industria petrolera esta
controlado por varios factores, entre los cuales se encuentran: el cumplimiento de
normas nacionales e internacionales ambientales mas severas, la creciente demanda
mundial de combustibles y la disminucion lenta pero constante de las reservas de
crudo ligero, lo que ha promovido, el mejoramiento del CXP para satisfacer la

demanda energética de la poblaciéon mundial.
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La biotecnologia aplicada al petréleo representa una excelente alternativa para
afrontar los retos sefialados anteriormente debido a la gran versatilidad del
metabolismo microbiano y su habilidad para transformar en condiciones normales de

temperatura y presion, sustratos complejos como el CXP.

Por otra parte, existen microorganismos capaces de reciclar el carbon proveniente de
la lignina. Estos microorganismos presentan una bateria de enzimas poco especificas
con un uso potencial en la transformacion de compuestos contaminantes y
xenobidticos. El interés de esta investigacion se centra en estos microorganismos, ya
que, al ser la lignina un compuesto muy complejo similar a los asfaltenos, se cree que
estos microorganismos pueden actuar sobre estas estructuras logrando su

bioconversion.

De esta manera se plantea el uso de EOE del SEDL presente en hongos para lograr la
posible bioconversion de las complejas estructuras asfaltenicas del CXP en
“condiciones de operacién menos severas y con una mayor selectividad hacia
reacciones especificas (ruptura y oxidacion de los enlaces internos en las moleculas
de asfaltenos)”, con el fin de obtener un crudo de menor viscosidad y mejor

composicion que beneficie los procesos aguas abajo en la industria petrolera.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar la bioquimica de las enzimas extracelulares de los hongos filamentosos
BM-02, BM-04, BM-36 y BM-39, en caldos de cultivo, y su efecto sobre las
propiedades fisico-quimicas del crudo extrapesado campo Carabobo de la faja

petrolifera del Orinoco.

Objetivos Especificos

» Estudiar la actividad enzimatica extracelular de los hongos filamentosos
BM-02, BM-04, BM-36 y BM-39, en caldos de cultivo con diferentes
fuentes de carbono y energia (afrecho y crudo extrapesado) a diferentes
tiempos de incubacion.

» Determinar las mejores condiciones de incubacién (fuente de carbono y
energia y tiempo de incubacién) donde los hongos producen una mayor
actividad enzimadtica extracelular.

» Seleccionar, aislar y preservar las enzimas extracelulares de los hongos
filamentosos BM-02, BM-04, BM-36 y BM-39 producidas en caldos de
cultivo con diferentes fuentes de carbono y energia.

» Determinar y analizar las propiedades fisico-quimicas del crudo
extrapesado campo Carabobo (densidad y composicion) antes y después
de aplicar el tratamiento bioldgico con las enzimas extracelulares de
hongos filamentosos.

» Realizar el analisis de destilacion simulada al crudo extrapesado campo
Carabobo luego de aplicar el tratamiento con las enzimas extracelulares de

los hongos filamentosos.
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CAPITULO II

REVISION BIBLIOGRAFICA

En este capitulo se presenta la investigacion bibliogréafica llevada a cabo para la

comprension y el andlisis del proceso de biomejoramiento de los CXP de la FPO.

La base tedrica de este trabajo comprende principalmente cinco secciones: aspectos
importantes relacionados al CXP, tecnologias actuales de mejoramiento de los CXP,
estrategia de biomejoramiento de los CXP, evaluacion del mejoramiento sobre las
propiedades del CXP y finalmente los hongos: caracteristicas y potencial de

bioconversion enzimadtica parcial (CEP) de los CXP.

Aspectos Importantes Relacionados al Crudo Extrapesado

Breve Descripcion de la Faja Petrolifera del Orinoco

La FPO estd considerada como la mayor acumulacién de petréleo pesado y
extrapesado en el mundo, estimandose sus reservas en el sitio en 1,5 millones de
millones de barriles (MMMMB) de crudo. Se ubica al sur de la Cuenca Oriental del
pais, especificamente al sur de los estados Gudrico, Anzodtegui y Monagas. La FPO
mide 460 Km de Este a Oeste y hasta 40 Km de norte a sur, comprendiendo una
superficie de 55.314 Km’. La faja tiene cuatro dreas principales de produccion, las
cuales se denominan en sentido Este-Oeste: Carabobo (antes Cerro Negro), Ayacucho
(antes Zuata), Junin (antes Hamaca) y Boyacé (antes Machete) (fig. 1), definidas en
base a los volimenes de hidrocarburos en el sitio y a la productividad (Martinez,
2006). En la tabla N° 1 se sefialan las asociaciones estratégicas y la produccién de

crudo sintético (CS) en cada una de estas dreas de produccion.
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(L]

. Km

AREA TOTAL FAJA: 55.314
AREA ACTUAL EN EXPLOTACION: 11.593
AREA A CUANTIFICAR: 18.220

AREA REMANENTE: (Parque
Nacional y Areas Reservadas)  25.301

_

Boyacd  Junin Aiacuc.h_o.,f :

RioOrinoco

Figura 1. Recursos de la faja petrolifera del Orinoco (Potelld y Quiroz, 2006)

Tabla N° 1. Asociaciones estratégicas, explotacion del crudo extrapesado (CXP) y

produccién de crudo sintético (CS) en la FPO (PDVSA, Plan 2006-2012).

Area de Asociacion Estratégica CXP Ccs Gravedad
Produccion (MBD) (MBD) OAPI
PDVSA 41,67%
EXXONMOBIL 41,67% 117 105 15
CARABOBO | \/pp oFL 16,67%
PDVSA 49,9% 120 102 20
AYACUCHO CONOCO-PHILLIPS 50,1%
PDVSA 30%
: CONOCO-PHILLIPS 40% 190 180 25
JUNIN 1 cpey-1x 30%
PDVSA 38%
“ TOTALFINAELF 47% 192 169 30
BOYACA STATOIL 15%
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Diariamente los requerimientos energéticos y las expectativas econémicas aumentan
vertiginosamente, por lo que se hacen insuficientes los volimenes de petréleo
provenientes de las dreas tradicionales. Partiendo de la premisa de que la FPO es la
unica fuente significativa de reemplazo ante la declinacion de los campos petroleros
“tradicionales” de Venezuela, es necesario desarrollarla completamente, lo que
mantendrd a Venezuela como un suplidor confiable, desde el comienzo de la

explotacion de sus hidrocarburos (Martinez, 2006).
Reservas de Crudo a Nivel Mundial y en Venezuela
El petrdleo pesado, extrapesado y el bitumen conforman aproximadamente un 70%

de los recursos totales de crudo en el mundo (fig. 2), los cuales, oscilan entre 9 y 13

millones de millones de barriles (MMMMB) (Alboudwarej y col., 2006).

Petrdleo convencional Petrdlen pesado
30% 15%

Figura 2. Reservas totales de petréleo en el mundo (Alboudwarej y col., 2006)

Las reservas de petréleo de Venezuela son las mds grandes del continente, y se
estiman en 77 mil millones de barriles (MMMB) de crudo, lo cual representa el 52%
de las reservas del continente americano, y el 7,6% de las reservas del mundo (fig. 3).
Esta cifra no incluye las reservas de crudos pesados y extrapesados de la FPO que
actualmente se aproximan a los 300 mil millones de barriles adicionales (PDVSA,

Plan 2006-2012).
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MMMBIs ARABIA SAUDITA 261
IRAQ 113 . . . .
KUWAIT 94 Al incluir la Faja del Orinoco,
’r :;i‘-r"DHAB' gg Venezuela poseera la mayor
QATAR 4 acumulacién de hidrocarburos

liquidos a nivel mundial

313 Faja del Orinoco
236 (A ser cuantificadas)

75 71

MEDIO yENEZUELA AFRICA AMERICA RUSIA ASIA EUROPA
ORIENTE Sin
VZLA / Canada

Figura 3: Reservas de petréleo (MMMBP) a nivel mundial y en Venezuela (Potella y Quiroz, 2006)

El petréleo in situ de la FPO se estim6 en 1,5 millones de millones de barriles
(MMMMB), de los cuales 300 mil millones (MMMB), es decir 20% es recuperable,
por lo que la FPO es de una magnitud tal, que garantiza al pais su presencia como un

exportador de primera importancia en el futuro (PDVSA, Plan 2006-2012).

Calidad de los Crudos

La calidad del petréleo se fundamenta en su densidad relativa, la cual se mide segtin
sean mds livianos o pesados que el agua. Mientras mds liviano es un crudo, mejor es

su calidad y mayor es su precio.

La densidad relativa se considera como el cociente de dos densidades; la sustancia de
interés entre la sustancia de referencia. La sustancia de referencia en el caso de los
liquidos y solidos generalmente es el agua. La mayoria de los crudos tienen
densidades menores al agua. Por convencion, el Instituto Americano del Petréleo,

mide la densidad relativa del petréleo en grados API (American Petroleum Institute,



CAPITULO 11 Revision Bibliogrdfica

por sus siglas en ingles) (Himmelblau, 1997). La férmula que relaciona la gravedad
especifica S.G. (Specific Gravity, por sus siglas en ingles) con la densidad API es la

siguiente:

°API=L1'5:—131.5 (1)

s¢.0F
60" F

El volumen, y por tanto la densidad, de los productos del petréleo varia con la
temperatura, y la industria petrolera ha establecido los 60 °F (15,55 °C) como la
temperatura estdndar para el volumen y la gravedad especifica API (Himmelblau,
1997). En la escala API el agua tiene 10 °API, un crudo menos denso que el agua

tiene mds de 10 °API y uno con densidad mayor tiene menos de 10 °API y se

denominan extrapesados (tabla N° 2).

Tabla N° 2. Clasificacion de los crudos segtin la escala API (Curtis y col., 2002)

Tipo de Crudo Rango
(°API)
Condensados 42,0 < en adelante
Livianos 30,0 < 9API < 41,9
Medianos 22,0 < 9API < 29,9
Pesados 10,0 < %API < 21,9
Extrapesados Por debajo < 9,9

El Departamento de Energia de los Estados Unidos (DOE), define al petréleo pesado
como aquel que presenta una gravedad API entre 10,0 y 22,3 °API (Curtis y col.,
2002). En el caso de los crudos de la FPO, estos son tan pesados que se hunden en el

agua y por su elevada viscosidad se dificulta mucho su manejo. Debido a ello, antes

10
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de los desarrollos tecnoldgicos de las ultimas décadas, la explotacion del crudo de la
faja era considerada por muchos imposible, dado que estaba muy lejos de ser un
negocio rentable. Sin embargo, los avances tecnoldgicos han permitido reducir
considerablemente los costos de extraccion, asi como aminorar el impacto ambiental

de esta actividad (Martinez, 2004).

Otro pardmetro fisico importante que determina la calidad de un crudo es la
viscosidad dindmica, la cual se define como la propiedad de un fluido que tiende a
oponerse a su flujo cuando se le aplica una fuerza. Los fluidos de alta viscosidad
presentan una cierta resistencia a fluir; los fluidos de baja viscosidad fluyen con
facilidad. La fuerza con la que una capa de fluido en movimiento arrastra consigo a
las capas adyacentes de fluido determina su viscosidad (Himmelblau, 1997). Su
unidad de medicién comun es el poise (P). Cuando la viscosidad es pequeiia, su valor
se expresa en centipoise. A medida que los crudos son mds densos son mas viscosos.
Como la viscosidad depende de la temperatura, se puede disminuir mediante

calentamiento (Curtis y col., 2002)

Crudo Extrapesado (CXP)

El CXP es extremadamente viscoso, contiene altas concentraciones de asfaltenos,
resinas y heterodtomos tales como: nitrogeno, azufre y oxigeno asi como metales (V
y Ni). Los crudos extrapesados y los residuos de vacio constituyen una mezcla
compleja de componentes de diferentes propiedades y estructuras moleculares, con
interacciones fisicas importantes que le confieren propiedades especificas, como por

ejemplo altas viscosidades a temperatura ambiente.

Con la gran demanda de crudos, sus altos precios y estando en declinacién la
produccion de la mayoria de los yacimientos de petréleo convencionales a nivel
mundial (Alboudwarej y col., 2006), la atencién de la industria petrolera venezolana

se estd desplazando hacia la explotacion de petréleo pesado y extrapesado, ya que

11
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este tipo de crudo promete desempefiar un rol muy importante en el futuro de la
industria petrolera venezolana. Venezuela se vislumbra como el pais con las mayores
reservas de crudo probadas a nivel mundial (una vez certificado el volumen en la
FPO), por tal motivo se persigue en la actualidad incrementar su produccion, evaluar
las estimaciones de reservas, comprobar las nuevas tecnologias e invertir en

infraestructura para aprovechar este gran recurso (Martinez, 2004).

Modelo Molecular de un Crudo Extrapesado

El modelo molecular de un crudo debe permitir la descripciéon del comportamiento
del mismo en diversas condiciones fisicas, asi como predecir su evolucién en
cualquier proceso. De forma general, cada molécula de un crudo esta compuesta de
dos unidades bdsicas: una parte aromdtica, comuin a todos los crudos, que en su
minima unidad corresponde a un anillo aromético denominado tronco y otra unidad
constituida por saturados (parafinas y nafténicos), caracteristica de cada crudo, o de
cada corte de destilaciéon y la cual se denomina rama. La rama en su forma bésica
corresponde a una cadena alifatica. Las moléculas del crudo corresponden a las
combinaciones posibles de troncos y ramas, en especial, los pesos moleculares
caracteristicos de las fracciones mds pesadas no pasan de 1500 Daltons (Da) (Le6n,

2001).

Muchas ramas con pocos troncos constituyen los saturados, a medida que aumenta el
numero de troncos por molécula se constituyen sucesivamente los aromadticos, las
resinas y los asfaltenos. La proporcién de cada una de estas familias de moléculas
constituye otra de las caracteristicas especificas del crudo. En el caso del coque,
material carbonoso que se obtiene a partir de procesos de coquificacion de las
fracciones pesadas de crudo, el cual se caracteriza por tener bajo contenido de
cenizas, ser insoluble en agua y fisicamente duro, quebradizo, poroso y de color
variable entre gris y negro, corresponde casi en su totalidad a troncos y muy pocas

ramas (Le6n, 2001).

12
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De esta forma, las moléculas mas complejas pueden describirse como constituidas
por un nicleo aromdtico, el cual consta de 3 a 10 anillos, con substituciones
nafténicas y parafinicas que conforman la parte saturada. Es importante sefialar, que
esta parte no es mas compleja que el corte de saturados provenientes del crudo, ya

que su relacion hidrégeno/carbono (H/C) es similar.

(a) Saturados: Los hidrocarburos saturados son los compuestos mds valiosos
encontrados en el petroleo y en la mayoria de los derivados. En su estructura poseen
enlaces simple C-C (con los otros enlaces saturados con atomos de H). Las moléculas

pueden estar ordenadas en diversas configuraciones (Wade, 1993):

Alifdticos: lineales o ramificados (fig. 4), con la férmula general: C,Hauio. Los
nombres comunes para este tipo de compuestos son alcanos e isoalcanos. La industria
del petréleo se refiere a estos compuestos como parafinas e isoparafinas

respectivamente.

CHaCHaC Ha Ha CHaCH CHa
Butano ZH3
fsofutano

Figura 4. Ejemplos de hidrocarburos lineales y ramificados (Wade, 1993)

Aliciclicos: compuestos ciclicos con la formula general: C,H,, Estos compuestos son
hidrocarburos saturados que contienen uno o mds anillos los cuales pueden también
estar unidos a cadenas saturadas (fig. 5). Son también llamados cicloalcanos. La

industria del petroleo los denomina cominmente naftenos o cicloparafinas.

()

Ciciogicano  Meliciciopentano

CH,

Figura 5. Ejemplos de hidrocarburos aliciclicos (Wade, 1993)

13
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(b) Aromadticos: lLos compuestos aromaticos son una clase especial de
hidrocarburos insaturados. La estructura de estos compuestos se basa en la estructura
del anillo del benceno. La molécula de benceno puede tener uno o mas atomos de
hidrégeno sustituidos por radicales alquilos, originando alquil bencenos (fig. 6); o
puede haber dos o mds anillos aromdticos fusionados dando como resultado

hidrocarburos policiclicos aromaticos (HPAs) (fig. 7).

CH; EH, G £
CH;
CHs
Tollen o Xilgno e Xileno CH;

- Xileno

Figura 6. Ejemplos de algunos compuestos aromaticos (Wade, 1993)

CH;
LA/J F
Nafaleno 2- Metiinaftaleno Fenantreno Pirero Dihenzotiofeno

Figura 7. Ejemplos de algunos compuestos policiclicos aromaticos (HPA’s) (Wade, 1993)

(¢) Resinas: Son constituyentes no volétiles del crudo, que pueden ser desorbidos
de la alimina absorbente CG-20 calcinada, después que los saturados y naftenos
aromaticos han sido removidos, utilizando tolueno y tricloroetileno como eluyentes

en las condiciones especificas de separacion (ASTM-D-4124-01, 2001).
(d) Asfaltenos: Los asfaltenos son hidrocarburos que presentan una estructura

molecular bastante compleja y estdn constituidos por moléculas poliaromaticas y

policiclicas que contienen heterodatomos (S, N, O), ademds poseen metales como V' y

14
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Ni. El contenido de compuestos aromaticos estd entre 40-60 % cuya relacion atdmica

H/C esta comprendida en el rango de 1-1,2 (Alayon, 2004).

Los heteroatomos (S, N, O) existen en una proporcidén que es caracteristica de cada
crudo, se encuentran mayoritariamente asociados a los troncos, el nimero por
molécula es proporcional al nimero de troncos, de esta forma los asfaltenos tienen el
mayor nimero de heterodtomos, seguidos por las resinas, siendo importante destacar
que en la fraccion de aromaticos hay pocos heterodtomos. En el caso de las fracciones
mds pesadas del CXP del campo Carabobo, se determiné que en promedio hay dos

heterodtomos por molécula de asfalteno (de mas de 150 dtomos).

En Ia fraccién de crudo destilable hasta 500 °C del campo Carabobo, estd contenido
un 10 % del total de los metales vanadio y niquel (V, Ni), y de esta cantidad un 60%
se encuentra en estructuras porfirinicas. La mayoria de los metales se encuentran en
el residuo y no estdn asociados a porfirinas, al menos a porfirinas tipicas detectables

por el método convencional de identificacion (absorcion 6ptica) (Ledn, 2001).

Estudios recientes de las fracciones con mayor contenido de vanadio, residuo
700 °C + del crudo Campo Carabobo, arrojaron como resultado la existencia de
familias de moléculas con un nucleo porfirinico, las cuales, no habian sido detectadas
anteriormente por los métodos convencionales, sin embargo, el estudio se concentrd
en la caracterizacion de moléculas con vanadio y se encontré que este metal pudiese
estar asociado en gran medida a estructuras complejas con nucleos porfirinicos. Aun
en los crudos mds pesados, con un alto contenido de vanadio y niquel, se estima que
hay apenas un metal por cada 30 6 50 moléculas, por lo que se deduce su poca

influencia en la estructura molecular del mismo (Ledén, 2001).

15
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Asfaltenos: Problemas Ocasionados en la Industria

Los asfaltenos son la fraccion del petréleo de mayor peso molecular y de mayor
polaridad, son materiales s6lidos, de apariencia fina como polvo, amorfos, oscuros y
estan dispersos coloidalmente en el crudo representando una fracciéon en masa de O-
10 % 6 mas (Groenzin y Mullins, 1999; Centeno y col., 2004). El azufre en los
asfaltenos se encuentra principalmente en tiofenos y sulfuros, asi como también
existe una pequefia cantidad en los sulféxidos. El nitrégeno se encuentra en anillos
aromdticos pirrélicos (predominantemente) y piridinicos (Groenzin y Mullins, 1999).
Ademads posee metales como niquel y vanadio (Ni y V). Los asfaltenos se obtienen a
partir de residuos del petréleo convencional, petréleo pesado y extrapesado, o

materiales bituminosos (Centeno y col., 2004).

Los asfaltenos son definidos en base a una clasificacion en términos de solubilidad y
no por su estructura quimica, ello se debe en parte a los métodos empleados para
aislar los asfaltenos del crudo y a la dificultad de definir completamente las
propiedades moleculares de los asfaltenos (Groenzin y Mullins, 1999).
Operacionalmente se definen como “la parte del petroleo pesado insoluble en n-
alcanos (como n-pentano y n-heptano) pero soluble en tolueno” (Pineda y Mesta,
2001). El material asfalténico no tiene punto de fusién y se descompone por encima
de los 420°C (Centeno y col., 2004). Varios estudios realizados indican que los
asfaltenos poseen pesos moleculares no mayores a 1500 Da (Le6n y Kumar, 2005), y
mds especificamente entre 600 y 1000 Da (Sheu, 2002). La variacion del peso
molecular en el crudo se debe a fendmenos de asociacion intermolecular entre sus
moléculas. Estas fuerzas de atraccion intermolecular aumentan a medida que las

moléculas son mds grandes. (Centeno y col., 2004).
Existen dos puntos de vista diferentes sobre la estructura molecular de los asfaltenos.

El primero representa a los asfaltenos constituido por un Unico nicleo aromdtico

policiclico condensado largo, con cadenas alifaticas unidas sobre la periferia (fig. 8A)

16
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(Speight y Moschopedis, 1981). Este tipo de estructura, sin embargo, no explica todas
las propiedades fisicas y quimicas de los asfaltenos. La segunda representacion
describe a los asfaltenos constituidos por multiples nucleos aromaticos policiclicos
mds pequefios, de 2-4 anillos unidos por puentes alifaticos de longitudes variables
(fig. 8B) (Murgich, Abanero y Strausz, 1999). Se han identificado sulfuros, éteres y
ésteres como estructuras de enlaces comunes en los puentes alifaticos encontrados en
asfaltenos. Esta ultima vision es la mds aceptada entre los investigadores, porque,
permite explicar algunas de las propiedades fisicas y quimicas observadas en los

asfaltenos (Kirkwood y col., 2004).

Figura 8. Representaciéon de la estructura molecular de los asfaltenos. (A) Un nicleo aromético
policiclico condensado; (B) Muiltiples niuicleos arométicos policiclicos mds pequefios con puentes

alifaticos

En los CXP se tienen interacciones moleculares caracteristicas (basicamente
interacciones de Van der Waals), las cuales son minimas para moléculas pequeiias, y
grandes para asfaltenos, manteniéndose estos ultimos muy bien unidos. A baja
temperatura (<60 °C), estos contactos cercanos son mas comunes y ocasionan un
aumento de la viscosidad del crudo. Otras interacciones moleculares responsables del

aumento de la viscosidad son las que ocurren entre los radicales libres, los cuales
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estdn asociados con estructuras aromaticas policiclicas con electrones desapareados
que son altamente reactivas. Estas estructuras participan en la formacion de
complejos metélicos, reacciones inter e intra moleculares, rearreglos moleculares y
puentes de hidrogeno. Los efectos combinados de las funcionalidades mencionadas
juegan un papel decisivo en el comportamiento de los crudos dentro del reservorio asi

como también en los procesamientos aguas arriba y aguas abajo (Leon, 2001).

Los asfaltenos se consideran como los componentes de menor valor de un CXP, ya
que causan un marcado aumento de su viscosidad, haciéndolo dificil de transportar y
de procesar. Debido a sus caracteristicas no son refinables, generando diversos
problemas en su manejo, tales como: taponamiento en equipos, precipitacion en
oleoductos, iniciadores y/o motivadores de formacién de coque en los procesos
cataliticos ocasionando una desactivaciéon importante en los catalizadores,
envenenamiento de los catalizadores debido a la presencia de metales pesados y
contaminaciéon ambiental. Por lo antes expuesto, ellos pueden considerarse los
compuestos mds indeseables desde el punto de vista del tratamiento de los residuos

del petréleo (Pineda y Mesta, 2001).

Todas estas desventajas en la produccién y procesamiento del crudo y de sus
fracciones, aunado a la tendencia de producir y refinar crudos cada vez més pesados,
han incentivado los proyectos de investigacion de la fisico-quimica de los asfaltenos
en la industria petrolera, los cuales se han incrementado durante los ultimos afios, con
el fin de encontrar alternativas de como eliminar o disminuir estos compuestos de los
crudos antes de su transporte y de su entrada al proceso de refinacién (Centeno y col.,

2004).
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Posibles Mecanismos de Bioconversion de Asfaltenos

Cuando los microorganismos que residen en el ambiente desarrollan completamente
su potencial metabolico, pueden tener la capacidad de utilizar los asfaltenos como
fuente de carbono y energia. Esto es posible debido a que estos compuestos contienen
carbono, hidrégeno, azufre, nitr6geno y oxigeno, elementos necesarios para el
desarrollo de estos organismos (Nishijima, Shoto y Okada, 1997). De acuerdo con los
estudios relacionados a la degradacion de asfaltenos pareceria que estos compuestos
no son susceptibles a ser degradados por la actividad microbiana (Premuzic y col.,
1999), sin embargo, es posible proponer algunos mecanismos de biodegradacion,
basados en la estructura quimica que presentan y los procesos de degradacion
bioldgica conocidos para otros hidrocarburos de estructura compleja (Pineda y Mesta,

2001)

Debido a la estructura relativamente simple de los alcanos lineales, se cree que estos
compuestos son los primeros en ser bioconvertidos a través de procesos de
w-oxidaciéon y B-oxidacién, los cuales son procesos bioquimicos ampliamente
distribuidos en los microorganismos. En el caso de los alcanos ramificados, su
degradacion es un proceso mds lento que la de los alcanos lineales. Por otra parte, se
ha demostrado que los hidrocarburos heteropoliaromaticos (HPAH) pueden inhibir la
bioconversion de algunos hidrocarburos policiclicos aromdticos (HPAs)
especialmente de benzopireno, por encima del 37 %, de manera que es posible que

HPAH puedan ser los primeros en ser degradados (Meyer y Steinhart, 2000).

Los HPAH constituidos por nitrogeno pueden ser los primeros en ser degradados,
luego los de oxigeno y finalmente los de azufre. En el caso de HPAH nitrogenados y
sulfurados se ha demostrado que varios microorganismos tales como Ralstonia sp.,
pueden utilizar carbazol (N-HPAH) como tunica fuente de carbono y energia, del
mismo modo Brevibacterium sp., Pseudonomas sp. y Rhodococcus erythropolis

pueden usar dibenzotiofeno (S-HPAH) y benzotiazol (N-S-HPAH), también como
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tnicas fuentes de carbono, azufre, nitrégeno y energia, respectivamente (Pineda y

Mesta, 2001).

Una vez que la concentracion de HPAH disminuye, la biodegradacion de HPAs
empieza a incrementarse en una proporcion importante, primero para aquellos que
poseen tres anillos aromdticos, luego para aquellos con cuatro y asi sucesivamente.
Los HPAs de tres anillos, antraceno y fenantreno han sido los mas estudiados, y se ha
demostrado que la biodegradacion de ambos supera el 70 % en 11 dias. Con respecto
a los compuestos con més de tres anillos la eliminacién aumenta con el tiempo. En el
caso del pireno, un HPA de cuatro anillos, se ha demostrado que el mismo es
degradado por encima de un 60 % por microorganismos que fueron aislados de

muestras de suelos contaminados por hidrocarburos (Pineda y Mesta, 2001).

Finalmente, en la figura 9 se muestra una estructura molecular promedio de los
asfaltenos y las regiones susceptibles de ser bioconvertidas. Aproximadamente el
50 % de la molécula de asfalteno puede ser degradada por la actividad de los
microorganismos, siempre y cuando las fracciones de saturados, aromaticos y resinas
hayan sido previamente minimizadas en el crudo por medio de la bioconversién

(Pineda y Mesta, 2001).
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Figura 9. Regiones susceptibles a la ruptura y bioconversion en la molécula hipotética de asfalteno.

(Pineda y Mesta, 2001)

Al ser las moléculas de asfaltenos de una elevada complejidad, estas tienden a formar
agregados dentro del crudo, por otro parte, algunos de los microorganismos
encargados de la biodegradacién excretan enzimas al medio, las cuales requieren de
un cierto contenido de agua para funcionar adecuadamente. Por lo tanto, a fines de
aumentar el potencial de biodegradacién de estos microorganismos en cualquier
proceso de biomejoramiento es necesario aplicar procedimientos fisicos alternos, tal
como la formacién de emulsiones crudo/agua, fendmeno que puede mejorar el

contacto entre el crudo y el biocatalizador (Cérdova y col., 2004).

Emulsiones: Tipos, Composicion, Estabilidad e Importancia en la Biodegradacion

de los Crudos Extrapesados

La capacidad de las células para interactuar fisicamente con los componentes del

crudo en la interfase crudo-agua ha sido un tema de investigacion en los estudios de
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bioprocesamiento. Por tal motivo, se ofrece a continuacién un anélisis breve de estos

sistemas fisicos conocidos como emulsiones.

Las emulsiones se forman a partir de dos fases inmiscibles (agua / aceite) a través del
mezclado para producir una dispersion fina de gotas de una fase en la otra, donde la
interfase es estabilizada por agentes emulsificantes o surfactantes. La energia que se
afiade durante la mezcla es esencial, puesto que el estado emulsificado no es
termodindmicamente estable. Los agentes emulsificantes asociados a la interfase
promueven la estabilidad cinética impartida a la emulsion, ya sea a través de la
reduccion de la tension interfacial o por suministro de una barrera a la coalescencia
de las gotas (Kirkwood y col, 2004). Una emulsion es un sistema
termodindmicamente inestable y tarde o temprano (lo cual puede variar de unos
minutos a algunos afios), debe separarse en dos fases. La estabilidad de la emulsién
depende del tamafio de las gotas, y a partir de como haya sido preparada la emulsién
(particularmente de las condiciones mecdnicas con las cuales se han producido las
gotas) esta contendrd gotas de tamafios similares o muy diferentes, cercanos o muy

alejados al tamafio 6ptimo de estabilidad (Salager, 1999).

En las aplicaciones practicas se encuentra una concentracién de agentes
emulsificantes (surfactante) en el rango 0,2-3 %. Por debajo del valor minimo, la
cantidad de surfactante no es suficiente para estabilizar la emulsién y por encima del
valor maximo la estabilidad de la emulsion no mejora aumentando la concentracion
del surfactante. De este modo, una cantidad de surfactante dentro del rango
recomendado estabiliza la emulsion retardando la coalescencia de las gotas de la fase

dispersa (Salager, 1999).

Las emulsiones de crudo en agua (o/w) son sumamente importantes para el proceso
de degradacion bioldgica, sobre todo de las fracciones mds pesadas, debido a la gran
problemdtica que ocasionan las moléculas de asfaltenos durante estas

transformaciones. Las velocidades de transformacion de estas grandes moléculas, se
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ven limitadas por la transferencia de masa de moléculas especificas hacia el
biocatalizador y, en el caso de células enteras, por el paso de estas moléculas a través
de la membrana celular. La transferencia de masa interfacial podria ser mejorada por
medio de la emulsificacién, ya que de este modo, se aumenta el drea de contacto
interfacial entre la gota de crudo y la fase acuosa donde se encuentra el
microorganismo encargado de la degradacion (Kirkwood y col., 2004). Sin embargo,
al ser estas grandes moléculas excesivamente hidrofébicas, las limitaciones en la
transferencia de masa son anticipadas por las reacciones en fase acuosa (Le6n y

Kumar, 2005).

Tecnologias Actuales de Mejoramiento de Crudos Extrapesados

Los CXP poseen ya sea un exceso de carbono o una deficiencia de hidr6geno. En
respuesta a esta realidad, se han producido dos vias tecnoldgicas para el
mejoramiento de este tipo de crudo: las de rechazo de carbén, tales como
coquificacion retardada (CR) y flexicoking, siendo la primera de amplio uso en el
circuito refinador venezolano, a partir de la cual se produce un crudo sintético
comercializable entre 19° y 25° API. El principal problema que ocasiona la CR, son
las grandes cantidades de coque generadas, necesitdndose instalaciones adicionales
para su manejo y posterior comercializacion, lo cual limita en un futuro su aplicacion

extensiva (Pereira y col., 1999).

En el otro extremo se encuentran las tecnologias sin rechazo de carbén, las que se
subdividen en térmicas, como viscorreduccién o visbreaking, y de hidrogenacién e
hidrocraqueo, las que generan productos mas limpios que la CR y muy poca cantidad

de subproductos, tales como: S, metales y coque (Pereira y col., 1999).
A continuacion se describirdn brevemente las tecnologias de mejoramiento del CXP

empleadas en los procesos de refinacion venezolanos; coquificacién retardada,

viscorreduccion, aquaconversion® y préximamente HDHPlus®.
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Proceso de Coquificacion Retardada (CR)

La coquificacion retardada es una forma severa de craqueo térmico utilizada para
obtener nafta (nafta de coquificacién), diversas fracciones de destilacién intermedia y
el residuo formado es una forma de carbon, denominado coque. Las unidades de CR
estdn constituidas generalmente por tres componentes fundamentales: 1)
fraccionadora principal, i1) hornos; y iii) tambores de coquificacién. En una unidad de
CR, la alimentacién se precalienta a velocidad elevada en un horno hasta una
temperatura que oscila entre 480 y 510 °C, para luego pasarla a los tambores de
coquificacién, en donde tienen lugar las reacciones quimicas, principalmente craqueo
térmico (Gary, 1980). Los vapores que salen por el tope de dichos tambores van al
fraccionador principal para ser separados en diferentes productos y, el coque sélido

remanente en los tambores es removido usando agua a alta presion (fig. 10).
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Figura 10. Esquema del Proceso de Coquificacién Retardada (Marzin, 2002).
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A nivel mundial existen otras tecnologias comerciales que compiten con la
coquificacion retardada, podemos identificarlas como: H-oil, LC-Fining, Aurabon de
UOP, VCC, Canmet, Shell Hycon, HDHPlus®, Aquaconversion® etc., las cuales son
de mayor conversién en comparacion a la CR. Todas estas tecnologias implican la
adicion de hidrégeno para aumentar la produccién y calidad de los productos liquidos

y reducir la produccién de coque en el proceso (Morales, 2005).

Proceso de Viscorreduccion (Visbreaking)

La viscorreduccion es un proceso térmico no catalitico que convierte los residuos
atmosféricos y de vacio en gas, nafta, destilados y residuos viscorreducidos (fig 11).
Tipicamente el proceso alcanza una conversion a gas, nafta y destilados del 10 % y en
algunos casos se pueden obtener conversiones mds elevadas, dependiendo de las
caracteristicas de la alimentacion. Durante este proceso se puede disminuir la
produccién de fuel oil (hasta en un 20 %) dependiendo de la cantidad de azufre

contenido en la alimentacion (Visbreaking Process, 2003).
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Despojador

Fraccionador @
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'_* - Residuo
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Figura 11: Diagrama del Proceso de Viscorreduccion (Visbreaking Process, 2003)
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En este proceso la conversion esta limitada por el contenido de asfaltenos. Una
alimentacién con un elevado contenido de asfaltenos limitard la conversion total

posible de esta carga disminuyendo asi la produccién de fuel oil.

En vista de los mayores porcentajes de conversion del CXP alcanzados con
tecnologias de adicion de hidrogeno, se han generado en nuestro pais extensas
actividades de investigacion y desarrollo, en los ultimos 20 afios. A partir de diversas
pruebas de escalamiento y evaluacion con diferentes crudos de la FPO, se lograron
desarrollar dos tecnologias nacionales, HDHPlus® y Aquaconversion®. Ambos
procesos cataliticos (siendo HDHPlus® de mayor severidad), cuyo objetivo es
intervenir adecuadamente en los procesos térmicos a fin de inhibir las reacciones de
condensacién y polimerizaciéon que conducen a la producciéon de coque y de esta
manera lograr recuperar un porcentaje mayor de la fraccién de crudos no destilable en

productos de mayor calidad y valor (Pereira y col., 1999).

Tecnologia HDHPlus®

HDHPlus® (Hidroconversién, Destilacion al Vacio e Hidrotratamiento), es un
proceso de hidroconversién profunda de residuales capaz de producir crudos
sintéticos livianos (> 40 °API). En la actualidad es la tecnologia mds atractiva
econdmicamente en el dmbito mundial, debido a que compite con todas las
tecnologias de punta relacionadas con el mejoramiento de crudos pesados y
extrapesados. Fue desarrollada por PDVSA-Intevep y, aunque no ha sido puesta en

marcha, estd lista para su aplicacion comercial (Morales, 2005).

La tecnologia consiste en un proceso de alta conversion (85/93 %) de crudos pesados
y residuos de refineria via hidroconversiéon, del mismo modo se alcanza una
conversion de asfaltenos entre el 80-85 %. Tiene lugar en reactores trifasicos del tipo
columna de burbujeo de flujo ascendente (fig. 12), produce un elevado rendimiento

en liquidos (115 %) de alta calidad y valor comercial (nafta, destilados medios y fuel
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oil) y es muy flexible para procesar diferentes cargas con alto contenido de azufre y
metales. Posee condiciones de operacion severas: 180-200 bar de presion total, 125-
150 bar de presion parcial de hidrogeno y 440-470 °C de temperatura. Por otro lado,
minimiza notablemente el manejo de s6lidos y subproductos en la refineria, ademds

es totalmente amigable con el ambiente (PDVSA, Plan 2006-2012).

Reciclo H2
VGO virgen
Gas
LD X l
SHP
Hidrégeno
Fresco Aditivo
200 bar
460 °C
VGO
Residuo

Combustible sélido (Flakes)
residuo no-convertido + coke

.

Catalizador Aditivo

Figura 12. Diagrama de proceso simplificado HDHPlus ®/SHP (PDVSA, Plan 2006-2012)

Tecnologia Aquaconversion®

Aquaconversion®, es un proceso catalitico novedoso del drea de refinacién, que
consiste en una alternativa para la conversion de residuales y mejoramiento de crudos
pesados, para la produccién de crudos sintéticos mejorados (> 13 °API). Actualmente
se emplea en la primera etapa de mejoramiento de los crudos de la faja, aumentando
su gravedad API hasta 16 °APIL. El proceso utiliza vapor de agua, catalizadores
dispersos, temperaturas moderadas y bajas presiones. El agua se emplea como fuente
hidrégeno y los hidrocarburos pesados se craquean e hidrogenan ligeramente por la

via del vapo-reformado catalitico. Es importante sefialar que en dichas condiciones de
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temperatura y presion en las cuales se desarrollan las reacciones de Aquaconversion®
coexisten las reacciones de craqueo térmico de hidrocarburos. Este proceso por tanto
aprovecha la formacion térmica de esos radicales para desviar parcialmente el
craqueo térmico hacia la obtencion de una mayor cantidad de compuestos de menor
peso molecular e inhibir las reacciones de condensacion y polimerizacién que
conducen a la produccién de coque, mediante la produccidon de radicales hidrégeno

provenientes de la disociacion del agua (fig. 13) (Pereira y col., 1999).
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Figura 13: Esquema Aquaconversion® a boca de pozo (Pereira y col., 1999)

Es importante destacar que estos métodos convencionales utilizados actualmente para
reducir la viscosidad y mejorar crudos pesados (craqueo térmico, craqueo catalitico,
etc.) implican grandes costos, tienen una alta complejidad operacional, son poco
selectivos y altamente contaminantes (a excepcion del proceso HDHPlus®). Por tal
motivo, estos factores estimulan el desarrollo de procesos biotecnolégicos que logren

la transformacién del CXP en crudo comerciable y de facil refinacion, reduciendo asi
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la contaminacion, los costos y el consumo de energia durante el proceso, permitiendo
ademds la obtencion de productos de mejor calidad para satisfacer la demanda

energética de la poblaciéon mundial.

A continuaciéon se describe en forma detallada las caracteristicas de este tipo de

proceso asi como de los microorganismos involucrados en su funcionamiento.

Estrategia de Biomejoramiento de Crudos Extrapesados

Existe un gran ndmero de microorganismos heterotréficos capaces de utilizar los
hidrocarburos del petréleo como fuente de carbono y energia. Estos microorganismos
presentan una especificidad biomejoradora hacia los diferentes componentes del
petréleo. Los hidrocarburos saturados son los mds propensos a la oxidacién seguidos
de los hidrocarburos aromaticos. Las resinas y asfaltenos se consideran como
compuestos resistentes a la bioconversion, esto se debe a su estructura compleja que
implica la intervencién de diferentes tipos de enzimas que sean capaces de oxidar
tanto alcanos lineales como ciclicos, hidrocarburos aromaticos, poliaromdticos y

heteropoliarométicos (Pineda y col., 2002).

El objetivo del mejoramiento bioldgico es realizar un conjunto de transformaciones
que hagan mads facil la produccién y el transporte del crudo, asi como también
originar los cambios quimicos que incrementen el valor del mismo (Leén y Kumar,
2005). Entre las diferentes reacciones que pueden cambiar las propiedades fisicas del

crudo pesado y mejorar su viscosidad tenemos:

(@) Rompimiento de los enlaces internos de las moléculas de asfaltenos para
disminuir el peso molecular promedio.

(b) Oxidacién de los anillos aromdticos de las grandes moléculas, para modificar
las interacciones con otras moléculas e induciendo a su vez un rearreglo de

agregados para liberar las moléculas mds pequefias atrapadas.

29



CAPITULO 11 Revision Bibliogrdfica

(c) Formar quelatos metélicos con los metales presentes en agregados de asfaltenos.
(d) Romper las moléculas originales de resinas o aromdticos, ocasionando la
disminucién del peso molecular promedio.

(e) Romper las grandes cadenas aliféticas.

La conversiéon bioldgica de crudos pesados puede tener impacto en cuatro
propiedades importantes: 1) reducciéon de la viscosidad, ii) mejoramiento de la
composicion, iii) control de la deposicion de ceras y asfaltenos y iv) eliminacion de
los 4cidos nafténicos (Leon y Kumar, 2005). Siendo las dos primeras, de vital interés

en este trabajo de investigacion.

Reduccion de la Viscosidad

Generalmente los crudos pesados son diluidos con hidrocarburos livianos, para
reducir la viscosidad, facilitando su transporte a través de los oleoductos y su
procesamiento. Se espera en los proximos aios que la producciéon de crudos pesados
aumente y exceda la disponibilidad del diluyente, de manera que serd necesario un
tratamiento alternativo. La viscosidad de un crudo pesado es el resultado de
interacciones entre las moléculas mds pesadas, los asfaltenos. Estas interacciones
incluyen el enredo o enmarafiamiento de las cadenas de los alcanos, y del mismo
modo, interacciones mas ordenadas entre los conjuntos aromdticos que conducen a la

formacion de estructuras por todo el crudo (Kirkwood y col., 2004).

La ruptura de los asfaltenos a moléculas mds pequefias, reduciria las interacciones
moleculares conduciendo a una reduccién de la viscosidad. El clivage microbiano de
los sulfuros alifaticos, identificados como estructuras de enlace comunes en los
puentes alifaticos contenidos en los asfaltenos, producen dos fracciones de asfaltenos,
reduciendo a la mitad el peso molecular de la fraccion més pesada, y logrando de este
modo, una reduccién de la viscosidad y el peso molecular del crudo tratado

(Kirkwood y col., 2004).
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Hay evidencia en la literatura de diferentes géneros bacterianos aerdbicos y
anaerobicos (Pineda y col., 2004), cultivos mixtos bacterianos (Ferrari, Albornoz y
Neirotti, 1994), microorganismos extremofilicos (Premuzic, Lin y Manowitz, 1994) y
diversas enzimas (Fedorak y col. 1993), que son capaces de despolimerizar las
moléculas de asfaltenos, liberando moléculas mas pequefias, con lo cual se logra una
reduccion significativa en el contenido de asfaltenos y por tanto una reduccién de la

viscosidad (Le6n y Kumar, 2005).

Mejoramiento de la Composicion

Muchos de los procedimientos de degradacion cuyos objetivos son mejorar la
composicion de los crudos tradicionales, son también aplicables a los crudos pesados
(Kirkwood y col., 2004), entre ellos tenemos: i) la eliminaciéon de heterodtomos
azufre (S) y nitrégeno (N), ii) eliminacion de metales vanadio (V) y niquel (Ni), iii)
rompimiento de anillos aromaticos; y iv) reduccién del peso molecular (Leén y

Kumar, 2005).

» Eliminacion de heterodtomos azufre (S) y nitrogeno ( N)

Los heterodtomos y metales presentes en los crudos son problematicos en las
operaciones de refinacion. Las remociones de S y N son también necesarias para
cumplir con las regulaciones gubernamentales sobre las emisiones de estos
elementos, cuando se queman los combustibles refinados. La eliminacion selectiva de
estos contaminantes manteniendo el contenido energético del crudo, resulta dificil por
medio de técnicas convencionales, por tal razon, la aplicacion de procesos bioldgicos
que permitan eliminar de forma especifica estos elementos, ofrece una solucién

alternativa a estos problemas (Leén y Kumar, 2005).

Se han encontrado varios microorganismos que actian como biocatalizadores en la

eliminacién exclusiva del azufre contenido en compuestos heterociclicos, los cuales
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se caracterizan por ser resistentes a la desulfuracion quimica convencional
(hidrodesulfuraciéon), tal es el caso, de la desulfuracién selectiva de los
dibenzotiofenos alquilados (DBT's), un representante tipico de los compuestos
organicos de azufre en el petréleo. La biodesulfuracion de ese compuesto se lleva a
cabo en condiciones de reaccién menos severas, formdndose el compuesto 2-
hidroxidifenil. En el caso de los crudos pesados de alto contenido de azufre, los
procesos convencionales de mejoramiento resultan menos econémicos, debido a los
altos costos de los catalizadores. Los microorganismos que utilizan el azufre como
unica fuente de energia en lugar de carbono, son prometedores en la biodesulfuracion
del petréleo pesado, ya que resultan mds econémicos al requerir menos energia para

realizar esa transformacion (Monticello, 2000; y Gray, Mrachko y Squires, 2003).

Al igual que el azufre, el nitrégeno en el crudo se encuentra en compuestos
heterociclicos, tales como quinolinas y carbazoles (compuestos organonitrogenados).
Se ha reportado en la literatura, que la mayoria, de los cultivos microbianos
estudiados que metabolizan la molécula de quinolina, la degradan completamente,
porque utilizan este compuesto como fuente de carbon y nitrégeno disminuyendo su
poder calorifico (Van Hamme, Singh y Ward, 2003). En el caso del carbazol, han
sido reportadas una bacteria (Bressler y col., 2000) y una enzima (Xu y col., 1998),
capaces de eliminar exclusivamente el nitrégeno, dejando casi intacto el contenido de

carbono y por tanto el valor energético del combustible.

De este modo, para utilizar cultivos microbianos en el mejoramiento del crudo
pesado, es preferible que el nitrégeno fuese removido selectivamente de estos
compuestos, sin embargo, muy pocos microorganismos poseen esta capacidad de
eliminar selectivamente el nitrogeno de los compuestos heterociclicos sin degradar el

esqueleto carbonado de la molécula (Le6n y Kumar, 2005).
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» Eliminacion de metales vanadio (V) y niquel (Ni)

Los elementos metélicos en el crudo conducen principalmente a dos problemas en la
industria. En primer lugar, la combustion de fracciones pesadas de crudo con alto
contenido en metales origina la formacién de desechos indeseables, tal como, cenizas
con alto contenido de 6xidos metélicos toxicos. En segundo lugar, una vez que el
crudo se refina, la fraccion no destilable o residuo (el cual posee una alta
concentracion de metales), a menudo se somete a procesos de coquificacion retardada

produciendo coque con elevados contenidos de metales (Leén y Kumar, 2005).

Los metales en el petrdleo se encuentran en: forma de sales, en petroporfirinas y
formando complejos metélicos ocluidos en las grandes estructuras asfalténicas , de
donde resulta muy problemdtica su remocién. Los compuestos organometdlicos
encontrados en las fracciones de resina y asfaltenos en el crudo, contienen

predominantemente vanadio y niquel (Ledn, 2001).

Se han reportado en la literatura varias enzimas capaces de eliminar metales de
petroporfirinas contenidas en asfaltenos, sin embargo, sélo las enzimas generadas por
un cierto tipo de bacteria (Bacillus megaterium y Catharantus roseus), poseen la
ventaja de liberar metales por oxidaciéon de los anillos porfirinicos en lugar de la
cloracion (sistema empleado por otras enzimas), evitando la formacion de productos

clorados dafiinos al medio ambiente (Vazquez-Duhalt y col. 2002).

» Ruptura de anillos aromdticos
La presencia de hidrocarburos aromaticos tiene efectos adversos en la produccién y
procesamiento del petréleo, el empleo de combustibles ricos en hidrocarburos

aromaticos contribuye a la formacion de hollin y a combustiones pobres (por ejemplo

en motores diesel). Los métodos de craqueo de estos compuestos utilizados en la
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degradacion convencional resultan muy costosos, ya que requieren altas temperaturas,
altas presiones e hidrogenacion catalitica (Kirkwood y col., 2004).

Exxon Research and Engineering Company, han patentado un proceso denominado
biodearomatization (biodesaromatizacion), cuya primera etapa consiste en la
hidroxilacion de los anillos aromaticos del petréleo por medio de microorganismos y
otros biocatalizadores. La hidroxilacién de los anillos aromdticos los activa y en la
segunda etapa, son transformados en cicloalquilaromaticos por hidrogenacién
quimica e hidrogendlisis en fase acuosa. Los microorganismos empleados en esta
patente fueron bacterias del lago de asfalto de Guanoco (Edo. Sucre-Venezuela), las
cuales tienen capacidad de emplear hidrocarburos poliarométicos (PAHs) como tnica
fuente de carbono y energia, ademds tienen la capacidad de crecer en bitumen y
crudos pesados reduciendo el contenido de asfaltenos, resinas, azufre y nitrogeno,

originando una disminucién de la viscosidad (Coyle y col., 2000).

» Reduccion del peso molecular

La reduccién del peso molecular es necesaria para convertir la fraccion residuo de los
crudos pesados (525 °C+) a destilados de menor punto de ebullicién (< 525 °C) y
también para mejorar la composicion fraccional y el valor comercial de los crudos
pesados (Ledn y Kumar, 2005). El craqueo de los enlaces alifaticos C-S contribuye a
la reduccién del peso molecular, pero para alcanzar la reduccion completa requerida,
es necesario el craqueo de los enlaces C-C encontrados en los puentes alquilicos, sin
embargo, en la degradaciéon primaria de los crudos pesados, el uso del craqueo
catalitico es limitado, debido al excesivo envenenamiento y desactivacion de los

catalizadores (Kirkwood y col., 2004).
Quimicamente, los alcanos son los hidrocarburos menos reactivos, sin embargo la

biodegradacion bacteriana aerdbica de estos compuestos ha sido reportada para

longitudes de cadena desde C; (metano) hasta Cje (hexatriacontano). Los alcanos
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isoprenoides ramificados tales como pristano (2,6,10,14- tetrametilpentadecano)

también son biodegradables (Kirkwood y col., 2004).

La reduccion del peso molecular en la fraccion residuo de crudos pesados requiere la
ruptura de puentes alquilicos, donde ambos terminales de la cadena carbonada estan
bloqueados por unién a grupos aromaticos. Las rutas mads comunes de conversion
bacteriana aerdbica y anaerdbica de alcanos no son adecuadas para la reduccion del
peso molecular en crudos, debido a que la actividad bacteriana sélo activa el terminal
libre de la molécula. Investigaciones sobre n-alcanos de cadena larga y cicloalcanos,
demuestran que una cadena alquilica puede romperse por medio de un ataque
bacterial en ausencia de un grupo metilo terminal. Esta reaccion es andloga a la
ruptura de los puentes alquilicos encontrados en los componentes de alto peso

molecular de los crudos (Kirkwood y col., 2004).

Una vez conocido el sistema biol6gico que desarrollan los microorganismos en la
degradacién de los compuestos orgdnicos, tal como los hidrocarburos, resulta
necesario conocer algunas técnicas de andlisis de las propiedades de los crudos
pesados con el fin de determinar los cambios que se producen en sus propiedades
fisico-quimicas una vez finalizado el tratamiento bioldgico. A continuacion se
presenta una descripcion detallada de los andlisis empleados en la caracterizacion del

crudo extrapesado y de los residuos no destilables en la refineria.

Evaluacion del Mejoramiento sobre las Propiedades del Crudo Extrapesado

El conocimiento integral de los crudos no s6lo permite su clasificacion y valorizacion
para efectos de comercializacion sino una mejor planificacién de sus usos posteriores.
La caracterizacion de crudos es un proceso dindmico que permite obtener
informaciones quimicas detalladas del crudo y de sus fracciones representativas tanto
quimicas como fisicas, sin emplear procedimientos normalizados sino mds bien
desarrollados para propdsitos especificos de la caracterizacion (Carbognani y col.,

1999)
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Cualquier esquema de evaluacién o caracterizacion de crudos a escala industrial,
normalmente se inicia con la destilacion de subfracciones, que permite establecer los
rendimientos de los distintos cortes de valor comercial. Por tal razén, se describira
brevemente el principal proceso de la industria de la refinacion denominado

destilacion fraccionada (Gary, 1980).

Destilacion Fraccionada de Crudos

Algunos procesos tipicos en una refineria son: destilacion de crudos, desintegracion
catalitica, reformacion de naftas, reduccion de viscosidad de residuales, alquilacion,
hidrotratamiento (Gary, 1980). La figura 14 muestra un esquema tipico de destilacion

en el cual se ha incluido la coquificacién del residuo de vacio.

CRUDO
DESTILACION ATMOSFERICA
|
Residuo atmosférico
>343°C
|
DESTILACION AL VACIO
Residuo de vacio
>538°C
T
COQUIFICACION
RETARDADA
|BP-129°C 129-221°C | | 221-343°C | | 343-454°C | | 454-538°C | | 538-621°C | | >704 °C |
ngﬁ; Nafta Gasoil Gasoil vacio Gasoil vacio Varios Coque
pesada atmosférico liviano pesado Destilados

Figura 14. Esquema general de destilacion de crudos (Carbognani y col., 1999)

El proceso comienza cuando el petréleo crudo se calienta en un horno cerca de 400
°C, a continuacion se bombea hacia la base de una columna de destilacion, que suele

medir mas de 30 m, en la cual se colocan platos de recoleccion a diferentes alturas.
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Conforme el petréleo crudo caliente entra a la columna de destilacion, las moléculas
con puntos de ebullicién bajos se separan del liquido y se elevan hacia las partes mds
frias de la columna, los hidrocarburos incondensables, permanecen como gases,
subiendo hasta la parte superior de la columna, de dénde son extraidos como la

fraccion gaseosa del petrdleo (Carbognani y col., 1999).

Algunas sustancias se condensan nuevamente y caen en los platos situados a
diferentes alturas de la columna, estas sustancias se extraen como fracciones liquidas,
cada una con un intervalo de ebullicion diferente; las sustancias que tienen los puntos
de ebullicién mds altos nunca se convierten en gases; permanecen en estado liquido
durante todo el proceso de destilacion, estos liquidos espesos (viscosos), llamados
residuos, escurren de la base de la columna (Gary, 1980). Los productos de cada uno

de los cortes de destilacion se especifican en la tabla N° 3.

Tabla N° 3. Fracciones de cada uno de los cortes de destilacion (Gary, 1980).

Fraccion ::ﬁ;vﬁaulud: fas RO clpuses Usos
N de ebullicion
moléculas
(335 C1-C4 0a30°C (335 combstible
zasolina de proceso directo 5-C12 30 & 200°C Combustible para automdviles
Quernseno C12-Clh 180 a 300°C ombustible para aviones a reaccion y matores diesel
Gastleo C16-C18 s de S00°C C_umlbgstlble para motores dissel, makeria prima para
pitdlisis
Materia prima para lubricantes  (C18 - C20 mas de 350°C ficeite lubricante, materia prima para pirdlisis
Cera parafinica 20 - C40 sts"igﬁs de bajo punto de Welas, papel encerado
fisfalko mas de C40 Residuos pegajosos fisfalko para carretera, alquitran para kechos

Debido a la gran demanda de combustible a nivel mundial, es importante sefialar, que
la mayor parte de un barril de petréleo crudo en la refineria se convierte en
combustibles, mas del 40 % en gasolina, de 30 a 35 % en combustéleo o gasdleo para

motores diesel, calefaccion y otros fines; y de 7 a 10 % en queroseno (combustible
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para motores de tractor y reactores); gran parte de lo que resta se vende como
gasolina de aviacion, gas licuado de petréleo, aceites lubricantes, grasas y asfalto.

Comparados con los crudos convencionales, los CXP no solo son mds dificiles de
producir sino que plantean diversos desafios en el andlisis de fluidos de laboratorio,
debido a que las técnicas tradicionales de andlisis de las propiedades de crudos
convencionales no logran caracterizar en forma completa las muestras de crudo

pesado (Alboudwarej y col., 2006).

Un aspecto que complica la caracterizacion de los cortes de destilacion, reside en la
existencia de fuerzas de atraccion intermolecular variables (fuerzas de Van der
Waals: interacciones de carga tipo dipolo-dipolo y puentes de hidrogeno), entre las
diversas familias de compuestos que integran el petréleo (Carbognani y col., 1999).
Este tipo de complicacién en la destilacion fisica da base para someter los cortes
obtenidos, especialmente el corte de moléculas mds pesadas (residuo no destilable), a
otros esquemas de separaciones quimicas, tales como: andlisis SARA (hidrocarburos
Saturados, Aromdticos, Resinas y Asfaltenos), método SEF (Solvent Eluted
Fractionation) y el método ABAN (Hidrocarburos Acidos, Bésicos, Anfotéricos y

Neutros), tal como se puede observar en la figura 15.

Residuo no destilable
>704°C

SEF-1| n-Cg

SEF-2 | Ciclohexano
SEF-3 | Toluenao
SEF-4 | CH,Cl,

FRACCIONAMIENTO
SECUENCIAL
POR ELUCION

SEPARACIONES
S.ARA.

SEPARACIONES
AB.AN.

Figura 15: Alternativas viables para el residuo no destilable de crudos pesados (Carbognani y col.,

1999).
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La complejidad molecular de las fracciones de destilacion mds pesadas, asi como la
marcada complejidad de los residuales del petréleo, ha constituido un motivo para
efectuar su separacién en subfracciones fisicoquimicamente representativas
(Carbognani y col., 1999). A continuacion se describe en forma breve uno de estos

métodos de separacion conocido como andlisis SARA.

Analisis SARA. El fraccionamiento Cromatogrdfico del Crudo Pesado y sus

Residuos

La forma mds comun de lograr fracciones representativas es mediante la separacion
del petréleo en grupos de hidrocarburos saturados, aromaéticos, resinas y asfaltenos
(expresados como porcentaje en peso), conocida mediante sus iniciales como andlisis
SARA. Su principio fundamental es la separacion basada en fendémenos fisicos de

adsorcion.

La muestra se separa inicialmente en dos fracciones: la fraccién insoluble en n-
heptano que corresponde a los asfaltenos y la fraccién soluble denominada maltenos.
Los maltenos o parte soluble en n-heptano son absorbidos sobre alimina GC (grado
cromatogréfico) activada y luego son fraccionados en saturados, aromdticos y resinas
por elusion en solvente en una columna cromatografica de vidrio. Las fracciones
eluidas son recuperadas por eliminacién del solvente antes de ser pesadas y la
fraccion insoluble es separada del n-heptano por filtracion y pesada posteriormente

(ASTM-D-4124-01, 2001).

Por otra parte, si bien el andlisis SARA resuelve s6lo cuatro componentes y parece de
baja resolucion si se compara con los miles de componentes que pueden resolverse
con la técnica de cromatografia de gases, la fortaleza del método radica en que
analiza la muestra entera, desde los compuestos livianos hasta los pesados, y de este

modo permite comparar todos los petréleos en base a un estdndar consistente. Sin
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embargo, las pricticas de este andlisis pueden variar, dificultando la comparacién de

las mediciones obtenidas en diferentes laboratorios (Alboudwarej y col., 2006).

Viscosidad y Densidad Relativa (Gravedad API) de un Crudo

Como se mencioné anteriormente, la densidad (gravedad API) y la viscosidad son
dos parametros de vital importancia en la industria petrolera para determinar la
calidad de los crudos. Si bien la gravedad API del petrdleo es un mejor indicador para
evaluar el valor del recurso y estimar el rendimiento de los derivados de la destilacion
y los costos de refinacion, la viscosidad es la propiedad que mds afecta la produccién
del crudo (Alboudwarej y col., 2006). Por otra parte, la viscosidad puede variar en
gran medida con la temperatura. La gravedad API varia poco con la temperatura, y se
ha convertido en el pardmetro “estindar” del campo petrolero cominmente utilizado

para categorizar los petréleos crudos (Curtis y col., 2002).

Destilacion Simulada

La destilaciéon simulada es una técnica de cromatografia de gases (GC) que identifica
los componentes de los hidrocarburos en el orden de sus puntos de ebullicion. El
cromatégrafo de destilacion simulada usa una vélvula de inyeccién de micro volumen
y columnas tubulares de silice fundida a fin de separar la muestra compuesta por una
mezcla compleja de hidrocarburos en diversas fracciones. En los petroleos pesados la
destilacion simulada tiene una aplicacién limitada, ya que los componentes mds
grandes que conforman una fraccién significativa del petréleo pesado experimentan
degradacién quimica a temperaturas elevadas; el craqueo comienza a ocurrir por

encima de 350 °C (Alboudwarej y col., 2006).
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Los Hongos y sus Caracteristicas

Los hongos son organismos eucariotas, heterotréficos especificamente
quimioorganotrdficos, es decir, requieren de materia organica preformada como fuente de
energia, nitrégeno y carbono. Estos pueden desarrollarse en estructuras unicelulares o
multicelulares y se reproducen generalmente por medio de esporas. La ausencia de
pigmentos fotosintéticos los obliga a desarrollarse como saprofitos o bien como paréasitos.
Obtienen los nutrientes por absorcion, ya que estos, para poder entrar a su cuerpo

deben pasar a través de la pared celular y la membrana plasmatica (Bartra, 2005).

En lugar de ingerir primero los alimentos y luego digerirlos como lo hacen los
animales, la mayoria de los hongos liberan enzimas digestivas hacia el ambiente
externo. Estas enzimas rompen moléculas relativamente insolubles y complejas tales
como: carbohidratos, proteinas y lipidos a moléculas mds pequefias y mas solubles
que pueden ser mds facilmente absorbidas. Para garantizar la difusion de nutrientes

solubles de regreso a la célula, es necesario un medio himedo (Alexopoulos, 1996).

Los hongos presentan bdsicamente dos tipos de morfologia: una multicelular llamada
filamentosa, y otra unicelular llamada levaduriforme (Bartra, 2005). El crecimiento
de un hongo puede iniciarse a partir de una espora o de una fraccién viable de hifa.
Las hifas o filamentos son estructuras cilindricas, formadas por multiples células que

constituyen el cuerpo (o soma) del hongo (fig. 16).
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Figura 16. Hifas constituyentes del micelio de un hongo filamentoso (Bartra, 2005).

Las hifas normalmente se desarrollan a partir de esporas, aunque también pueden
originarse a partir de fragmentos de otras hifas, y crecen formando un entramado de

filamentos que se llaman micelio (Bartra, 2005) (fig. 17).

Figura 17: Aspecto del hongo filamentoso Pseudollescheria sp.

Las hifas pueden ser de dos tipos: hifas vegetativas, las cuales penetran el sustrato
para obtener los nutrientes, e hifas aéreas, las cuales son las portadoras de las
estructuras reproductoras (Bartra, 2005). Las estructuras reproductoras a diferencia de

las estructuras somadticas exhiben una variedad de formas, siendo esta la base por
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medio de la cual se clasifican los hongos mitosporiticos filamentosos (Alexopoulos,

1996).

Clasificacion Taxonomica de los Hongos

A lo largo de los afios, se han realizado diferentes clasificaciones. Actualmente los
hongos se dividen en cuatro subgrupos principales, de acuerdo a su tipo de
reproduccion: Chytridiomycota, Zigomycota, Ascomycota y los Basidiomycota. Estos
grupos corresponden a taxas naturales, es decir, que los organismos que pertenecen a

ellos provienen de un ancestro comun (grupo monofilético) (Alexopoulos, 1996).

En este trabajo de investigacion se estudiardn hongos mitosporicos, llamados también
anamorfos o estudios imperfectos pertenecientes al Phylum Ascomycota. Estos
hongos pueden crecer como levaduras o bien como hongos filamentosos. En los
hongos filamentosos, las hifas presentan septos dispuestos regularmente. Se pueden
reproducir asexualmente formando conidios, aunque algunas especies también
pueden recurrir a la reproduccion sexual, dando origen a esporas sexuales

denominadas ascosporas, contenidas en un saco llamado asco (Alexopoulos, 1996).

Factores que Afectan el Crecimiento de los Hongos

La esporulacion (formacidén de esporas) y el crecimiento vegetativo de las hifas estdn
sometidos a condiciones ambientales, geograficas y nutricionales determinadas.
Algunas condiciones externas influyen favorable o desfavorablemente en el
crecimiento de los hongos, entre estos factores tenemos: la temperatura, el pH, la

humedad, el oxigeno y nutrientes, entre otros (Bartra, 2005):

(a) Temperatura

La temperatura afecta el metabolismo de las células. Influye tanto en la capacidad

enzimdtica del organismo, como en la fluidez de los lipidos en la membrana celular.
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La sensibilidad a la temperatura varia entre cepas, asi cada hongo tiene una
temperatura Optima tanto para el crecimiento como para la fructificacion (Sénchez,
2000). Existen tres margenes de temperatura: minimo, Optimo y maximo. La
temperatura Optima para la mayoria de las especies estd entre 25 y 30 °C, con limites
inferior y superior de aproximadamente 10 y 40 °C. Sin embargo, ciertas formas
termofilicas tienen una temperatura dptima por encima de 40 °C, y algunas pueden

crecer a temperaturas superiores a 50 °C (Alexopoulos, 1996).

(b) pH

El pH del medio de cultivo donde crece un hongo tiene una influencia directa sobre
éste, porque incide sobre el cardcter i6nico del medio e influye directamente sobre las
proteinas de la membrana y sobre la actividad de las enzimas ligadas a la pared
celular, afectando directamente su metabolismo (Sanchez, 2000). El pH 6ptimo que
favorece el crecimiento de diferentes tipos de hongos varia ampliamente. Los hongos

crecen, generalmente, en un intervalo de pH de 4 a 7 (Alexopoulos, 1996).

(c) Oxigenacion

La mayoria de los hongos son aerdbicos estrictos. Si el medio es rico en nutrientes los
hongos pueden crecer con una baja concentraciéon de O,, pero su produccién celular
serd menor del 10 % de la que se conseguiria en condiciones aerdbicas Optimas

(Bartra, 2005).

(d) Humedad

El contenido de humedad influye directamente sobre el desarrollo de los hongos
porque afecta la disponibilidad de los nutrientes (Sdnchez, 2000). Para obtener
nutrientes los hongos tienen que excretar enzimas que degradan los polimeros en

monodmeros, y la difusién de estas enzimas se lleva a cabo en un medio himedo.
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(e) Nutrientes:

En general los hongos aprovechan cualquier resto orgdnico para obtener los
nutrientes. Los carbohidratos de origen vegetal constituyen la fuente de energia mds
abundante para los hongos, en la naturaleza. El polimero més importante disponible
para los hongos, en una amplia gama de ambientes es la celulosa. Como fuente de

nitrogeno puede utilizar los nitratos, las aminas o las sales de amonio (Bartra, 2005).

Lignina: Estructura y Biodegradacion

La lignina, después de la celulosa, es el mayor componente de la materia vegetal y la
forma mas abundante de material aromatico en la biosfera. Quimicamente este
polimero es heterogéneo, amorfo, Opticamente inactivo y altamente ramificado (fig.
18). Este biopolimero rodea y protege a los carbohidratos facilmente degradables
(celulosa y hemicelulosa) del ataque de organismos patégenos (Kirk y Farell, 1987;

Lin y Dence, 1992).
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Figura 18. Estructura quimica representativa de la lignina (Davila y Vazquez-Duhalt, 2006)
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Una molécula de lignina posee un peso molecular en el rango de 600-1000 kDa,
resulta evidente que su tamafio le impide ser degradada intracelularmente, ademas,
por el tipo de enlaces covalentes que presenta (aril-éter, aril-aril y carbono-carbono) y
su heterogeneidad, no puede ser degradada por mecanismos tipicos de hidrdlisis

(Fengel y Wegener, 1989).

Hongos Ligninoliticos

Las caracteristicas estructurales de la lignina la hacen muy recalcitrante vy
generalmente sélo puede ser mineralizada (transformada hasta CO, y H,O) por un
grupo de hongos ligninoliticos denominados “hongos de la pudricion blanca de la
madera”. Estos organismos han desarrollado un sistema dnico y no especifico que
funciona en el ambiente extracelular (Kirk y Farrell, 1987). El mecanismo del sistema
degradador de lignina estd basado en la produccién de radicales libres y permite que
estas enzimas sean cataliticamente activas sobre una gran diversidad de sustratos
orgdnicos, tales como: bifenilos policlorinados, explosivos arométicos, HPA's y

plaguicidas (clorados y organofosforados) (Dévila y Vazquez-Duhalt, 2006).

Como la mayoria de los hongos excretan enzimas para transformar polimeros
complejos y poder obtener su alimento, a continuacion se describe la funcién y las

caracteristicas de estos catalizadores bioldgicos.

Sistema Enzimdtico de Degradacion de Lignina (SEDL) de Hongos Ligninoliticos

A partir de los estudios realizados con hongos ligninoliticos en los afios setenta, se
comprobd que la degradacién de la lignina daba lugar a productos que provenian de
la ruptura oxidativa de anillos aromdticos. Varios afios después se descubrié una
ligninasa capaz de oxidar y despolimerizar la lignina y compuestos modelo y cuya
actividad enzimdtica depende del peréxido de hidrégeno (H>O») (Shimada y Higuchi,
1983; Tien y Kirk, 1983). Se calcularon pesos moleculares de entre 41-42 kDa y se
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encontré que contenia un grupo prostético hemo. Estudios espectroscopicos
mostraron que esta ligninasa era distinta de las oxigenasas, compartia algunas
caracteristicas con las hemoproteinas y transportadoras de oxigeno y que era en
realidad una peroxidasa, conocida actualmente como lignina peroxidasa (LiPp). Las
LiPp estdn glicosiladas y tienen pH Optimos 4cidos (KirK y Farrell, 1987). A partir de
este hallazgo, se encontrd la produccién de otras hemoperoxidasas: la manganeso
peroxidasa (MnPp) que oxida el Mn** a la especie oxidante Mn** y mdés
recientemente se ha descrito otra enzima, la peroxidasa versétil (PV) que conjuga las

propiedades cataliticas de LiPp y MnPp (Mester y Field, 1998).

Ademas de estas peroxidasas, se detect6 la produccion en estos hongos ligninoliticos
de una cuarta enzima, una fenol oxidasa, denominada lacasa (LACp). Esta enzima
reduce el oxigeno molecular a agua, y a través de la utilizacién de ciertos compuestos
redox puede ser capaz de ampliar su espectro de sustratos, logrando asi la oxidacién
de porciones no fendlicas de la lignina y aminas aromadticas. Todas las Lac son
glicoproteinas extracelulares con pesos moleculares entre 60 y 80 kDa. (Bourbonnais
y Paice, 1990). Bioquimicamente, la LACp es una enzima que oxida una variedad de
compuestos aromdticos. Cataliza la remocién de un electrén y un protén de hidroxilos
fendlicos o de grupos amino aromdtico, para formar radicales libres fenoxilo y
radicales amino, respectivamente. El empleo de sistemas mediador-lacasa es una
alternativa promisoria para procesos biotecnoldgicos con aplicaciones ambientales,
entre ellos, los de blanqueo de la pulpa de papel, la decoloraciéon de colorantes

textiles y la oxidacion de HPA’s (Ddvila y Vazquez-Duhalt, 2006).

Los HPA’s son componentes del petréleo y ampliamente distribuidos en el ambiente.
Los compuestos como el pireno, bezo(a)pireno, acenafteno, fenantreno, antraceno y
fluoranteno pueden ser oxidados por enzimas como la LiPp, la MnPp, la VPp y la
LACp (Dévila y Vazquez-Duhalt, 2006). El hecho de que se obtengan los mismos
productos de oxidacién sugiere que las enzimas tienen el mismo mecanismo de

oxidacion (Vazquez-Duhalt, 1998). Finalmente, todas estas enzimas ligninoliticas
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pueden actuar de forma separada o en cooperacion, dependiendo de cuantas enzimas

pueda producir el hongo (Dévila y Vazquez-Duhalt, 2006).

Enzimas: catalizadores biolégicos

Las reacciones quimicas en sistemas bioldgicos raramente ocurren en ausencia de un
catalizador, estos catalizadores se denominan enzimas. Las enzimas son, con la
excepcion de las ribozimas, proteinas globulares capaces de catalizar las reacciones
metabolicas. Las células las sintetizan para acelerar las reacciones quimicas y
controlar procesos biol6gicos. Normalmente son solubles en agua, pueden actuar a
nivel intracelular, es decir, en el interior de la célula donde se han formado, o a nivel
extracelular, en la zona donde se segregan. Las enzimas poseen las siguientes
propiedades: i) son termoldbiles y su actividad depende del pH del medio; ii) poseen
una estructura organica altamente compleja; y iii) generalmente el reconocimiento de
la enzima con el reactivo a procesar (sustrato) es altamente especifico (Sdnchez,

2002):

Una enzima puede actuar sobre un sustrato o un grupo de sustratos relacionados
(especificidad de sustrato). Otras enzimas, sin embargo, tienen especificidad de
accion al realizar una accidén determinada pero sobre multiples sustratos (Sdnchez,
2000). Como todos los catalizadores las enzimas aceleran notablemente la velocidad

de una reaccién quimica y cumplen con las siguientes caracteristicas (Sanchez, 2002):

(a) Son efectivas en pequefias cantidades, ya que actian con gran rapidez y se
recuperan intactas para poder actuar de nuevo.

(b) No sufren modificaciones quimicas irreversibles durante la catdlisis. Es decir,
la estructura de las enzimas que catalizan la reaccién, es indistinguible de las

que no lo han hecho.
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(c) El estado inicial y final de la reaccion es el mismo (la constante de equilibrio
sigue siendo la misma), lo que favorecen es que se obtenga la misma cantidad
de producto en menos tiempo.

La produccién de enzimas por microorganismos, tales como, bacterias y hongos,

tiene la ventaja de poseer un costo generalmente bajo, actian a temperatura ambiente

y se desarrollan en un periodo relativamente breve, de 1 a 5 dias. Las enzimas

elaboradas industrialmente son por lo general del tipo degradativo y extracelular, es

decir, son excretadas al medio por el microorganismo que las genera y de este modo
no es necesaria la ruptura de las células microbianas para su extracciéon (Bohinski,

1987).

Actividad de las Enzimas

En toda reaccién quimica se produce una transformacién de unas sustancias iniciales,
denominadas reactivos o sustratos (S), en unas sustancias finales o productos (P).
Esta transformacién no se lleva a cabo directamente, ya que es necesario un paso
intermedio en el cual los reactivos se activen, de forma que sus enlaces se debiliten y
se favorezca su ruptura. Este paso intermedio recibe el nombre de complejo activado
y requiere un aporte de energia, generalmente en forma de calor que recibe el nombre

de energia de activacion (fig. 19).
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Figura 19. Energia de activacién necesaria para que A se transforme en B, con y sin biocatalizador

(Sénchez, 2002).
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Las enzimas pueden actuar de dos formas: 1) fijdndose mediante enlaces fuertes
(covalentes) al sustrato, de modo que se debiliten sus enlaces minimizando asi la
cantidad de energia necesaria para romperlos; y/o ii) atrayendo a las sustancias
reaccionantes hacia su superficie de modo que aumente la posibilidad de encuentro y
que la reaccion se produzca facilmente (Sanchez, 2002).

De este modo, la actividad de una enzima refleja la capacidad que tiene de
transformar un sustrato determinado en producto, en una unidad de tiempo. Las
enzimas, una vez que han realizado la transformacion del sustrato(s) en productos, se
liberan rdpidamente de ellos para permitir el acceso a otros sustratos. Las enzimas
suelen formar complejos multienziméticos, de forma que el producto de una enzima
constituye el sustrato de la siguiente. Por tal razén, no se requiere una elevada

concentracion del sustrato.

Factores que Afectan la Actividad Enzimdtica

La actividad de una enzima depende de ciertos factores, tales como: la temperatura, el

pH, la concentracion del sustrato, entre otros.

(a) Efecto de la Temperatura

Si a una reaccion enzimdtica se suministra energia en forma de calor, esta es
transformada a energia cinética por las moléculas, aumentando de esta forma su
movilidad y por tanto el nimero de encuentros intermoleculares. Si la temperatura es
excesiva, es decir, mayor de 45 °C la enzima se desnaturaliza perdiendo totalmente
sus propiedades, lo cual detiene la actividad enzimatica (fig. 20). Existe una

temperatura ptima para la cual la actividad enzimética es mdxima.
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Figura 20. Variacion de la actividad enzimética en funcién de la temperatura (Sanchez, 2002)

(b) Efecto del pH

El pH no afecta la actividad enzimdtica directamente sino que modifica la
concentracién de protones. Cualquier cambio de pH puede alterar el carécter i6nico
de los grupos amino y carboxilo en la superficie proteica, por lo que se puede
producir un cambio en el centro activo de la enzima afectando asi sus propiedades
cataliticas (Enzimas, 2006). Todas las enzimas tienen dos valores limite de pH entre
los cuales son efectivas, traspasados estos valores, la enzima se desnaturaliza y deja
de actuar. Entre estos limites existe un pH 6ptimo (fig. 21), el cual depende del tipo

de enzima y del sustrato, por medio del cual la enzima posee una maxima efectividad.

pH dptimao

Actividad enzimatica

T 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
pH

Figura 21. Variacién de la actividad enzimdtica de la enzima A y B en funcién del pH (Sanchez,

2002)
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(c) Efecto de la Concentracion del Sustrato

En una reaccién enzimatica, al aumentar la concentracion del sustrato, manteniendo
la concentracion de la enzima constante, se obtiene una velocidad maxima por encima
de la cual no hay un aumento en la velocidad de la reacciéon (fig. 22). A
concentraciones bajas, un aumento en la concentracién del sustrato produce un
aumento en la velocidad de reaccion. Después de que se alcanza una velocidad
maxima vpqy, un aumento en la concentracion del sustrato no tiene ningun efecto en la
velocidad de la reaccién. A una cierta concentracion del sustrato, todos los sitios
activos estdn ocupados por las moléculas del sustrato; por lo tanto, todas las demads
moléculas del sustrato deben esperar hasta que se encuentre libre un sitio activo antes
de que ellas puedan entrar. A una concentracién por debajo de este nivel, los sitios
activos no estdn todos completamente llenos. Por lo tanto, las moléculas de sustrato

se procesan tan rdpidamente como entran al sitio activo (Bohinski, 1987).
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Figura 22. Variacion de la actividad enzimadtica en funcién de la concentracién del sustrato (Sanchez,

2002)
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Modelo de Actuacion de una Enzima

Una enzima posee aminodcidos de fijacion o centro de fijacién (aminoécidos
encargados de establecer enlaces débiles con el sustrato), los cuales se disponen en el
espacio de forma que pueden establecer enlaces con los radicales de la molécula de
sustrato. Esto origina una especificidad entre la enzima y el sustrato, ya que sélo se
producird actividad enzimatica cuando los radicales de los aminodcidos de fijacion
coincidan espacialmente con radicales del sustrato y permitan su union (fig. 23)

(Enzimas, 20006).
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Figura 23. Estructura y aminodcidos de fijacién en una enzima (Enzimas, 2006)

La actividad de algunas enzimas depende solamente de su estructura, mientras que
otras necesitan, ademds, uno o mas componentes no proteicos, llamados cofactores.
El cofactor puede ser un i6n metdlico o bien una molécula orgdnica, llamada

coenzima.

El modelo actual més aceptado, es el de la enzima flexible (modelo de Koshland),
que sugiere que el sitio activo no necesita ser una cavidad geométrica rigida, sino que
debe tener una disposicién espacial, precisa y especifica de ciertos grupos de la
enzima que al interaccionar con el sustrato se adaptan y ajustan a su estructura
(Sanchez, 2002). Una representacion esquemadtica de este proceso se describe

brevemente en los siguientes pasos:
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(a) Se forma un complejo enzima (E)-sustrato (S). El sustrato (S) y la coenzima, si
es necesaria, se unen al centro activo de la enzima (fig. 24).

(b) Los restos de los aminodcidos que conforman el centro activo catalizan el
proceso, debilitando los enlaces necesarios para que la reaccion quimica se lleve

a cabo a baja temperatura y no se requiera una elevada energia de activacion.

sustrato
productos

& @

coenzim
/1

*® .
Centro activo

_/_\...-- Centro regqulador

Figura 24. Transformacién de un sustrato por accién de una enzima (Sanchez, 2002)

(c) Los productos de la reacciéon se separan del centro activo y la enzima se

recupera intacta para nuevas catdlisis, tal como se observa en la figura anterior.

Clasificacion de las Enzimas

Segin la funcidon que realizan las enzimas, se clasifican en seis grupos:
i) oxidorreductasas; ii) transferasas; iii) hidrolasas; iv) liasas; v) isomerasas; y Vvi)
ligasas o sintetasas. En este trabajo se estudiardn las enzimas pertenecientes al grupo
de las oxidorreductasas, las cuales catalizan reacciones en las que tiene lugar una
oxidacion o reduccion del sustrato. Estas enzimas actiian sobre enlaces CH-OH, C=0,

C=CH-, CH-NH, y CH-NH-.
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CAPITULO III

ANTECEDENTES

Los antecedentes de este trabajo se basan en algunas investigaciones de interés sobre
la biodegradacion de las moléculas mds pesadas de un crudo, los asfaltenos,
empleando microorganismos (bacterias y hongos), con el objetivo de realizar un

biomejoramiento del crudo pesado.

Algunos de los trabajos realizados en el biomejoramiento del CXP se describen a

continuacion:

Oudot y col. (1993), aislaron cepas de hongos degradadores de hidrocarburos de
ambientes tropicales en Indonesia contaminados por derrames de petrdleo; el suelo de
un bosque y los sedimentos de un rio. Se identificaron los miembros de los géneros
Aspergillus, Penicillium, Gliocadium, FEmericella, Graphium, Acremonium,
Eupenicillium y Talaromyces. La determinacion del potencial de biodegradacion de
estas cepas fue realizada de acuerdo al método de Oudot (1984), el cual fue
monitoreado midiendo la velocidad de degradaciéon de todas las fracciones del
petréleo (hidrocarburos saturados, arométicos, resinas y asfaltenos). Las cepas mas
activas sobre todo el petréleo y en especial sobre la asimilacion de saturados (> 40 %)
y aromdticos (> 30 %) fueron Emericella nidulans, Graphium putredinis,
Eupenicillium javanicum y Aspergillus flavipes. En el caso de las resinas y los
asfaltenos la actividad degradativa fue un poco inferior, la cual se mantuvo en el
rango de 15-28 % en el caso de las resinas y entre 15-40 % en el caso de los
asfaltenos. Los cultivos monoespecificos fueron tan eficientes como los cultivos
mezclados. Con estos resultados se logro demostrar que las capacidades degradativas
de los hongos son al menos tan altas como la de las bacterias que degradan

hidrocarburos.
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Pineda y col. (2002), el objetivo de este trabajo consisti6 en determinar la oxidacién y
la mineralizacion de asfaltenos como unica fuente de carbono y energia, por un
consorcio microbiano aislado del petrdleo tipo Maya (México). El consorcio
microbiano se aislé de una muestra de crudo y se estabilizé su crecimiento en un
reactor de columna con asfaltenos. Se observo durante la evaluacién el consorcio
integrado por cuatro cepas bacterianas (Corynebacterium, Bacillus pumilus,
Brevibacillus brevis y Staphylococcus), cuyo crecimiento con asfaltenos como unica
fuente de carbono y energia, aument6 notablemente durante las dos primeras semanas
de incubacién. Se evalud el consumo de oxigeno (técnica de Winkler) y la
produccién de diéxido de carbono (método 1ISO9439) con 0,1 % de asfaltenos por un
lapso de tiempo entre 20 y 13 dias. El consumo de oxigeno y la produccién de CO,
fueron significativamente mayores (100% en 15 dias y 800 umol de CO,,
respectivamente) cuando el consorcio estuvo en contacto con los asfaltenos. El
consorcio microbiano estabilizado fue capaz de realizar la oxidacién y la

mineralizacién de los asfaltenos extraidos del petréleo.

Viasquez-Duhalt y col. (2002), la patente se refiere a un método para eliminar
compuestos tiofénicos y sulfuros orgdnicos de un combustible f6sil por medio de las
siguientes etapas: 1) se ponen en contacto el combustible f6sil con las hemoproteinas,
las cuales oxidan a los compuestos que contienen azufre a sulféxidos y sulfonas, ii) se
eliminan los sulfoxidos y sulfonas del combustible por medio de una destilacion.
Entre los biocatalizadores seleccionados estdn las hemoproteinas tales como:
cloroperoxidasa, obtenida a partir del hongo Caldariomyces fumago, peroxidasas y
citocromos de células microbianas, plantas o animales. La reaccién puede llevarse a
cabo dnicamente con la presencia del combustible o con adiciéon de algin solvente
organico. Luego, el combustible oxidado biocataliticamente es destilado con el
objetivo de eliminar la fraccién pesada que contiene la mayoria de los compuestos
organosulfurados oxidados. El destilado mdas ligero contiene concentraciones
significativamente mds bajas de azufre cuando se compara con el combustible fosil de

partida.
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Zheng (2002), en este trabajo se investigaron los factores claves que afectan la
oxidacion de HPAs por el hongo de la podredumbre blanca Phanerochaete
chrysosporium entre ellos las concentraciones de Mn** sobre la produccion de
enzimas extracelulares y las fuentes de HPAs. Este hongo actia con microorganismos
autdctonos de los suelos en la oxidacion de HPAs de bajo peso molecular (naftaleno,
fluoreno, fenantreno, fluoranteno y pireno), en un suelo lodoso donde la oxidacién
fue llevada por encima del 43 % en la presencia del hongo. Sin embargo, los
compuestos de alto peso molecular (criseno, benzo(a)pireno, dibenzo(ah)antraceno y
benzo(ghi)perileno), experimentaron una oxidacion limitada. En contraste, los HPAs
pireno y benzo(a)pireno disueltos en un surfactante fueron eficientemente oxidados

(la recuperacion fue menor de 16,3 % y 0,35 % respectivamente).

En general los resultados muestran que la velocidad de disolucion de los HPAs es el
factor limitante en la oxidacion de estos compuestos en los suelos contaminados. La
concentracién de Mn** regula fuertemente la produccién de manganeso peroxidasa
(MnP), por otra parte, aunque un incremento de la concentracién de Mn** en el medio
de cultivo resulto ser beneficiosa para la oxidacion de HPAs disuelto en un
surfactante, aunque no es un prerrequisito para que se pueda llevar a cabo esta

oxidacion.

Arellano y col. (2004) en este trabajo se demuestra que el citocromo C modificado es
capaz de realizar la transformacion de una variedad de porfirinas sintéticas y de una
fraccion de asfaltenos rica en porfirinas, bajo condiciones suaves y en la presencia de
concentraciones milimolares de peroxidos. Para ello se realiz6 una doble
modificacién al citocromo C del corazén de un caballo. Se obtuvo un biocatalizador
soluble en compuestos organicos ademds de alcanzar un incremento en la
hidrofobicidad de su sitio activo, lograndose asi un mejor acceso del sustrato al sitio
activo de la hemoproteina. Durante la reaccién se liberaron los metales coordinados
principalmente Ni y V del anillo porfirinico, encontrdndose una perdida en la fraccién

asfalténica de 95 % de V y 75 % Ni. Esta remocion enzimdtica de metales pesados
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contenidos en los asfaltenos es una alternativa interesante para reducir el
envenenamiento de los catalizadores en los procesos de craqueo e hidrocraqueo

catalitico durante la refinacion de este tipo de crudo.

Chaillan y col. (2004), analizaron un cultivo de microorganismos aerobicos
degradadores de hidrocarburos, aislados de suelos contaminados con petréleo en
Indonesia, dando como resultado la coleccién de 33 especies diferentes. Ocho
bacterias, 21 hongos y 4 levaduras fueron identificados de manera especifica por
técnicas molecular y fenotipica. Las cepas bacteriales pertenecen a los géneros
Godornia, Brevibacterium, Aeromicrobium, Dietzia y otras. Los hongos pertenecen a
los géneros Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Amorphoteca, Paecillomyces,
Talaromyces y Graphium. Las levaduras fueron Candida, Yarromia y Pichia. Todas
las cepas fueron cultivadas en medio liquido sintético suplementado con crudo como
unica fuente de carbono y energia. La composicién quimica detallada del crudo luego
del tratamiento fue estudiada por técnicas gravimétricas y cromatografia de gases. Se
establecieron trece pardmetros para investigar el potencial de degradacién de cada

cepa.

La mdaxima degradacion fue observada sobre los hidrocarburos saturados (n-
isoalcanos, isoprenoides), siendo degradados extensivamente (100 %), mientras que
la degradacién de los hidrocarburos aromdticos fue mdas baja (0-17 %) y fue
relacionada a la composicion estructural de las moléculas. Se encontré que las cepas
mds activas produjeron metabolitos polares los cuales se acumularon en las fracciones
de asfaltenos y resinas, haciendo a estas fracciones altamente resistentes al
metabolismo microbiano. Sin embargo, se encontré en algunos de estos

microorganismos una ligera actividad biodegradante (10-15 %) sobre esas fracciones.
Van Hamme y col. (2004), este trabajo esboza la sintesis y uso de bis-(3-

pentafluorofenilpropil)-sulfuro (PFPS) como wun compuesto novedoso para

seleccionar y caracterizar cepas bacterianas capaces de romper enlaces C-S dentro de
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cadenas alquilicas que pueden estar presentes en la fraccion residual de crudos
pesados y bitumenes. La bacteria Rhodococcus (JVH1) emple6é PFPS como la unica
fuente de azufre y fue la unica cepa aislada de ambientes contaminados con crudo.
Los andlisis mostraron que JVH1 oxida PFPS a un sulf6xido y luego a una sulfona
antes de la ruptura del enlace C-S. Se presenta ademds la ruta metabdlica que implica
la oxidacion especifica del azufre y clivaje del enlace C-S. Esta actividad de
desulfuracion bacteriana resulta valiosa en el campo de la industria petrolera, donde
se tiene gran interés en desarrollar métodos microbianos que remuevan el azufre de
compuestos organosulfurados para asi reducir las emisiones de compuestos toxicos de

azufre y mds recientemente para reducir la viscosidad de los crudos pesados.

Baborova y col. (2006), el objetivo de este trabajo fue aislar y caracterizar la enzima
manganeso peroxidasa, producida por el hongo Irpex lacteus como la principal
enzima ligninolitica en la mayoria de las condiciones de cultivo empleadas, ademads
de investigar su capacidad para degradar hidrocarburos poliarométicos (HPAs). El
hongo de la podredumbre blanca I. lacteus se ha reportado como un eficiente
degradador de los HPAs. El hongo produjo las enzimas ligninoliticas lacasa, lignina
peroxidasa y manganeso peroxidasa, siendo esta ultima producida en mayor cantidad.
Se ensay6 la degradaciéon de cuatro HPAs (fenantreno, antraceno fluoranteno y
pireno) y se encontré que la enzima fue capaz de degradar todos los HPAs estudiados
in vitro a diferentes velocidades. El antraceno y el pireno fueron degradados
extensivamente a 0 y 8,3 % respectivamente de su concentracion original, mientras
que la recuperacion de fenantreno y fluoranteno después de 168 horas de degradacion

fue de 56 y 58,1 % respectivamente.

Naranjo y col. (2007), proponen el uso de enzimas oxidativas extracelulares a partir
del sistema enzimdtico de hongos que degradan la lignina (SEDL), como
catalizadores bioldgicos, para el mejoramiento enzimatico del crudo extrapesado
(CXP) de la faja petrolifera del Orinoco en Venezuela. Se aislaron cepas de hongos

autéctonos capaces de utilizar CXP y varios HPAs como unica fuente de carbono y
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energia de suelos contaminados con CXP e identificados como pertenecientes a los
géneros:  Fusarium,  Penicillium, Trichoderma, Aspergillus, Neosartorya,
Pseudollescheria, Cladosporium, Pestalotiopsis, Phoma y Paecillomyces. Ensayos
fenotipicos y bioquimicos revelaron la capacidad de estos hongos filamentosos para
sintetizar enzimas oxidativas extracelulares sugiriendo asi la relacion entre el SEDL y
la bioconversion del CXP. El hongo Fusarium solani HP-1 fue seleccionado para
realizar los experimentos, debido a su alta capacidad para metabolizar HPAs y CXP.
Los resultados sugirieron que esta cepa es capaz de sintetizar enzimas peroxidasas
ligninoliticas extracelulares. Las actividades de estas enzimas fueron inducidas
poderosamente por CXP, por lo que queda establecida una relacién hipotética entre el

SEDL y la bioconversion del CXP.
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CAPITULO 1V

MARCO METODOLOGICO

En este capitulo se describe la metodologia empleada en este trabajo de investigacion,
asi como los reactivos, equipos y procedimientos experimentales utilizados para
llevar a cabo el biomejoramiento del CXP campo Carabobo, utilizando las enzimas
oxidativas extracelulares de las cepas fungicas: BM-02, BM-04, BM-36 y BM-39

pertenecientes al Phylum Ascomycota.

Esquema General de la Metodologia

A continuacién se presenta un esquema general que ilustra la metodologia que se

llevo cabo en este trabajo de investigacion:

Siembra de hongos en placas madre
Medio Czapek (CzP) suplementado con una
1' emulsion de CXP

|

> - Se incuban por un periodo

de aprox. 5 d, en oscuridad y
a una temperatura de 30 ¢C
Siembra de hongos en placas masa

2. (Medio Power, para inducir la

esporulacién)

l Se incuban las esporas
por un periodo de 5d, en
oscuridad y a 30 ¢C
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CAPITULO IV
Caracterizacion fenotipica de las cepas fungicas seleccionadas
e Determinar cualitativamente la capacidad de los hongos de crecer

utilizando diversos HPA's como Unica fuente de carbono y energia
e Detectar cualitativamente la capacidad de producir EOE fingicas de

cada cepa en placas de cultivo en medio Kirk con ABTS

l

Produccion de EOE del sistema enzimatico de degradacion de lignina (SEDL)

Se induce la produccién de EOE del SEDL haciendo crecer los hongos en tres diferentes
medios de cultivo: Cx (Cz modificado) suplementado con afrecho y CXP como unicas

fuentes de carbono y energia

I
[

i R
N
-

;

i

y
|

-
/- \
= =
Cx + AFRECHO Cx + CXP

Cx + SACAROSA
(Control)

Medicion de actividades enzimaticas del SEDL en caldos de cultivo de los hongos

e Se determinan las condiciones 6ptimas de incubacién: i) fuente de carbono y energia (afrecho, CXP); y ii)
tiempo de incubacion, mediante las cuales los hongos en estudio producen la mayor cantidad de enzimas

oxidativas extracelulares
e Se realiza la seleccién de los hongos con mayor produccién de enzimas extracelulares

Produccion de EOE en el medio de cultivo seleccionado
Con el objetivo de obtener una gran produccién de enzimas, se crecen los hongos seleccionados
en las condiciones 6ptimas (fuente de carbono y energia, tiempo de incubacién)

6.
Liofilizacion del sobrenadante
Con el propésito de concentrar y conservar las enzimas oxidativas extracelulares, se filtra el medio

de cultivo del paso anterior, separando el micelio del sobrenadante y se liofiliza este ultimo
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Preparacion de la emulsion del CXP campo Carabobo
7- Para facilitar el manejo del CXP campo Carabobo se prepara una emulsion al 95

% crudo-agua (o/w)

Tratamiento enzimatico del CXP campo Carabobo
Se resuspenden las enzimas en un tampén apropiado y se incorporan a la emulsion
CXP. El tratamiento se lleva a cabo por un periodo de 10, 20 y 30 h, se agita a 250 rpm

y se somete a una temperatura de 30 °C

O O

,Jm \ fa | / \
/ \\‘ ’,’ \-‘. / \\‘

Rompimiento de la emulsion CXP mediante tratamiento térmico

9 Finalizado el tratamiento enzimatico, se debe romper la emulsién para recuperar la
o
muestra de crudo y realizar la evaluacion de sus propiedades fisico-quimicas. Para

lograrlo se aplica un tratamiento termico a la emulsion (150 °C)

Determinacion de las propiedades fisico-quimicas del CXP campo Carabobo antes y
después del tratamiento enzimatico

10. Finalizado el tratamiento, se rompe la emulsién y se miden las propiedades fisico-quimicas

(densidad y composicién), las cuales se comparan con las mediciones antes del tratamiento.

Esto con el fin de determinar los cambios que origina el tratamiento enzimatico sobre las

propiedades del CXP.

La densidad se mide a partir de los métodos: i) Picnometria, y ii) Flotabilidad del crudo

La composicién se determina mediante el analisis SARA (Hidrocarburos Saturados,

Aromaticos, Resinas y Asfaltenos). Adicionalmente se lleva a cabo el andlisis de destilacién

simulada a las muestras de CXP.
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Reactivos

La Fundacion Instituto de Estudios Avanzados IDEA (Unidad de Biotecnologia del
Petréleo) proporciond todos los materiales, reactivos y equipos requeridos para el
desarrollo de este trabajo especial de grado. Las muestras de CXP provienen del drea
de produccion de la faja petrolifera del Orinoco campo Carabobo (anteriormente
Cerro Negro), cuya gravedad API oscila entre 8-10 °API (Naranjo y col., 2007). Las
cepas fungicas empleadas en el estudio provienen del lago de asfalto natural de
Guanoco (Estado Sucre), fueron aisladas por el personal de la Fundacién como se
describe en la bibliografia (Naranjo y col., 2007).

Los reactivos empleados para el desarrollo del trabajo se indican a continuacion:
Agar USP Grade y glicerol, se adquieren a MP Biomedicals, Inc. Sulfato de
manganeso, peroxido de hidrégeno, alimina grado cromatogrifico (GC) (WN-3
Neutral), sal de amonio del acido 2,2"-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)
(98%) (ABTS), sulfato de magnesio heptahidratado, cloruro férrico hexahidratado,
cloruro de sodio puro, 4cido citrico, cloruro de calcio y cloruro de amonio, se
adquieren a Sigma. Pireno (98%), 3,4-dimetoxibenzil alcohol (96%) (alcohol
veratrilico), 2,6-dimetoxifenol (99%) (DMP), Fenantreno (98%), dibenzotiofeno (98
%) (DBT) se adquieren a Aldrich. Etanol absoluto (para biologia molecular) y L-(+)-
acido tartdrico (Sigma-Ultra) se adquieren a Sigma-Aldrich. Hexano y cloroformo se
adquieren a Burdick & Jackson. Las sustancias: fluoruro de fenilmetil sulfonilo
(PMSF), Coomassie Plus-The Better Bradford (Bradford), tartrato de sodio, nitrato de
potasio y tridecanol etoxilado (Detex TDA-15) (surfactante) se adquieren a Pierce,
Assay™ Reagent, Analar, Merck y Arch Quimica Andina C.A., respectivamente.
Tolueno, hidrogenofosfato de potasio y dihidrogenofosfato de potasio se adquieren a
Riedel-de Haén. Otros reactivos:, sulfato de hierro heptahidratado, peptona, sélido
de maceracion de maiz, lactosa, sulfato de cobre pentahidratado, 4cido clorhidrico,
naftaleno, glucosa, sacarosa, extracto de levadura, hidrogenofosfato de sodio, etanol

técnico y Suero de Albumina Bovin (BSA; por sus siglas en ingles).
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Medios de Cultivo Fungicos

®  Medio para el crecimiento y mantenimiento

Medio Czapek (Cz)
Sacarosa
KNO;
K,;HPO4
MgS0O4.7H,O
FeS0O4.7H,O
Agar
Agua destilada

® Medio para la esporulacion

Medio PM1 (Pm)
Peptona
Solido de maceracion de maiz
Lactosa
NaCl
CuS04.5H,0
KH,PO4
MgS0..7H,O
FeCls.6H,O
Agar
Agua destilada
pH 5,5 ajustando con HCI IN
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Medio Power (Pw)
PM1 0,5L
Czapek 0,5L

Medio kirk (Kk)
Glucosa 0,5L
Extracto de levadura 0,2
KH,PO4 0,5L
MgS0,.7H,0 05¢
CaCl, 0,1¢g
Acido succinico 22¢g
NH,Cl 05¢g
Agar 22¢g
Agua destilada 1L

Equipos

Se emplearon los siguientes equipos: autoclave o esterilizador, campana de flujo
laminar modelo AV-100 marca Telstar, mufla modelo 1300 marca Thermolyne,
centrifugadoras marca Eppendorf: modelo 5810R (refrigerada de 15 amp) y modelo
5424, refrigerador C, 340 Premiun (Ultra Low Temperatura Freezer, -80 °C),
espectrofotometro Lambda 35 UV/VIS marca Perkin Elmer Instruments, liofilizador
Labconco, microscopio Axioskope 40 marca Zeiss, rotavapor RES00 marca Yamato,

incubadora con agitacién orbital 311DS marca Labnet.
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Procedimiento Experimental

El desarrollo experimental de la investigacion comprendio las siguientes secciones:

Mantenimiento y Crecimiento de los hongos

El mantenimiento de las cepas fungicas se llevé a cabo en medio Cz suplementado

con CXP para mantener la presion selectiva.

1.

i. Medio de mantenimiento

Los hongos aislados previamente en la Unidad de Biotecnologia del IDEA vy
pertenecientes al banco de microorganismos de la Unidad de biotecnologia del
Petréleo, se sembraron en placas madre, donde crecieron en un medio de
cultivo sélido denominado Czapek (C} ) con % de sacarosa de la que contiene
el medio de cultivo Cz (Peldez y col., 1995; Naranjo y col.,, 2005) y

suplementado con 1 % de CXP como fuentes de carbono y energia.

El crecimiento de los hongos se llevo a cabo de la siguiente manera:

ii. Medio de esporulacion (Pw)

2. Los hongos fueron subcultivados en placas de masa, donde crecieron en

medio de cultivo Pw, a una temperatura de 30 °C por un periodo no menor a 5
dias, con el fin de recolectar la cantidad maxima de esporas. El medio de
cultivo Power esta constituido por: 1) 50 % de medio Cz; y ii) 50 % de medio
Pm.

Estos medios se esterilizaron en el autoclave por 15 min a una presion de 5-17
psi y 121 °C. Luego en una campana de flujo laminar y ambiente estéril, se

sirvié el medio en placas petri de 9 cm de didmetro y se dej6 enfriar. Luego,
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se repicaron estas placas con las esporas de los hongos, cultivadas

previamente en placas madre, y se inici6 el crecimiento de los mismos.

Caracterizacion fenotipica de las cepas fiingicas seleccionadas

La caracterizacion fenotipica de los hongos se llevé a cabo con la finalidad de: 1)

Determinar cualitativamente la capacidad de los hongos de crecer utilizando diversos

HPA™s como tunica fuente de carbono y energia; y ii) Detectar cualitativamente la

capacidad de produccién de enzimas oxidativas extracelulares fingicas en placas de

cultivo. Se realizara el siguiente procedimiento:

1.

El crecimiento de los hongos se llevd a cabo en placas de masa con medio Cx
(medio Cz con limitaciéon de fuente de nitrégeno), suplementado con varios
HPA's (naftaleno, DBT, fenantreno y pireno) como tnica fuente de carbono y
energia a una concentracion de 200 ppm. De igual forma, se llevé a cabo el
crecimiento de las cepas en placas de masa con una concentraciéon 200 ppm de
CXP y un control con sacarosa como Unicas fuentes de carbono y energia
(Naranjo y col., 2007).

La deteccion de la produccion de enzimas oxidativas extracelulares fungicas,
se llevo a cabo por medio de su crecimiento en el medio de cultivo Kirk
s6lido con ABTS (Saparrat y col., 2000). El cromégeno ABTS, es un sustrato
muy sensible que permite una busqueda rdpida de cepas filingicas que
producen las enzimas oxidativas extracelulares por medio de un ensayo
colorimétrico.

Cada una de las cepas fueron procesadas por duplicado, se incubaron en la
oscuridad, a una temperatura de 30 °C y por un periodo de 7 a 21 d.

Se utilizaron para este ensayo dos escalas basadas en: 1) el crecimiento del
hongo en la placa; y ii) la intensidad en el color del medio. Las escalas se

definieron de la siguiente forma: i) escala de crecimiento: sin crecimiento (-),
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crecimiento bajo (+), crecimiento moderado (++) y buen crecimiento (+++); y
ii) escala colorimétrica: incoloro (-) (sin actividad oxidativa de ABTYS),
intensidad de color baja (+), intensidad de color moderada (++) y intensidad

de color elevada (+++) (alta actividad oxidativa de ABTS).

Produccion de enzimas oxidativas extracelulares (EOE) del sistema enzimdtico de

degradacion de lignina (SEDL)

En este ensayo se indujo la producciéon de EOE del SEDL de los hongos, utilizando
diversas fuentes de carbono y energia: i) se emplea afrecho como sustrato
ligninolitico, i1) como sustrato de interés se utiliza CXP; y 1i1) como control se utiliza
sacarosa como Unica fuente de carbono y energia afrecho. Para realizar esta prueba se

lleva a cabo el siguiente procedimiento:

1. Una vez transcurrido el tiempo minimo de crecimiento de los hongos en
placas de masa (medio que induce la esporulacion), se cosecharon las esporas
en 9 placas masa de cada uno de los hongos y se colocaron por separado en un
vaso de precipitado. Se llevé a un volumen de 90 mL, utilizando una solucién
salina estéril (NaCl) al 0,9 %.

2. Se agité bien y se distribuyd la mezcla en 6 tubos falcon de 15 mL de
capacidad (con el fin de agregar una cantidad similar de esporas en cada tubo
falcon), se centrifugo a 2500 rpm por 5 min y se descarto el sobrenadante.

3. Se inocularon las esporas frescas en medio liquido Cx utilizando las
siguientes fuentes de carbono y energia: 1) 1 % afrecho, , 11) 1 % emulsion de
CXP; y iii) 1,5 g de sacarosa (control). Para ello, se utilizaron matraces de 250
mL, donde se agregé un volumen final de 50 mL constituido de medio de
cultivo Cx con la suspension de esporas.

4. Cada una de las cepas se procesaron por duplicado, se incubaron en agitacion

orbital (250 rpm), a una temperatura de 30 °C y por 5 d.
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Medicion de actividades enzimdticas del SEDL en caldos de cultivo de los hongos

Para cumplir con los objetivos propuestos se realizo el estudio enzimdtico con el fin

de determinar las condiciones de incubacién 6ptimas (fuente de carbono y energia, y

tiempo de incubacién), en las que se obtiene la mayor produccién de enzimas

oxidativas extracelulares. Este ensayo se realizd mediante el siguiente procedimiento:

1.

Se recolectdé 1 mL de sobrenadante de cultivo de cada uno de los matraces
empleados en el ensayo anterior, cada 24 h y por un periodo de 5d.

Se centrifugo cada muestra, para obtener el sobrenadante limpio, libre del
micelio del hongo.

Se trasvaso el sobrenadante y se distribuy6 en 3 tubos eppendorf (agregando a
dos de ellos 10 % de glicerol) y conservando a —70 °C. Se agregd a cada tubo
inhibidor de proteasa PMSF hasta alcanzar una concentracién final de 0,2
mM, con la finalidad de evitar la degradaciéon de las EOE de interés (LiPp,
MnPp y LACp).

Las actividades de estas enzimas ligninoliticas se determinarén empleando una

mezcla de reaccion constituida por un tampon y sustratos adecuados requeridos para

cada enzima, mediante el siguiente protocolo:

(a) La actividad de la LiP fue analizada por medio de la oxidacién del alcohol

veratrilico, en una mezcla de reaccion que contenia: 0,25 mL de alcohol
veratrilico (20 mM) en un buffer 0,5 M de fosfato de sodio (pH 3,0), como
agente oxidante 0,04 mL de solucién de peréxido de hidrégeno al 30 % y 0,04
mL del cultivo enzimdtico. La oxidacién del alcohol veratrilico fue
monitoreada de 0-200 s por medio del incremento de la absorbancia a 310 nm.

La unidad de actividad enzimatica (U) se defini6 como: 1 uM alcohol
veratrilico oxidado por g de enzima y por min (€319 = 9,3 mM'l.cm'l) (Troller

y col., 1988).
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(b) La actividad de la MnP fue analizada por medio de la oxidacién del rojo de
fenol, en una mezcla de reaccion constituida por: 0,1 mL de rojo de fenol (0,1
%) en un buffer 0,5 M de fosfato de sodio (pH 5,0), cofactor 0,1 mL de
sulfato de manganeso (1 mM) y 0,04 mL del cultivo enzimético. La oxidacion
del rojo de fenol fue monitoreada de 0-200 s por medio del incremento de la
absorbancia a 610 nm. La unidad de actividad enzimatica (U) se definid
como: 1 uM rojo de fenol oxidado por g de enzima y por min (E¢19 = 22,0
mM™.cm™) (Papinutti, Diorio y Forchiassin, 2003)

(c) La actividad de la Lac fue analizada por medio de la oxidacién del ABTS en
una mezcla de reaccién constituida por: 0,01 mL de ABTS (25 mM) en un
buffer 0,1 M de tartrato de sodio (pH 5,0) y 0,04 mL del cultivo enzimatico.

La oxidacion del ABTS fue monitoreada de 0-200 s por medio del incremento

de la absorbancia a 436 nm. La unidad de actividad enzimatica (U) se defini
como: 1 uM ABTS oxidado por g de enzima y por min (€436 = 29,3 mM ' .cm’
" (Saparrat y col., 2002).

(d) Con los datos de absorbancia (A) y tiempo (t) se construy una grafica A vs t,
y se determind la pendiente de la recta obtenida (AA/At), luego, la actividad

enzimdtica se obtuvo a partir de la ecuacion (2).

Aabs

AE=——"—
At*V.s*e*b

2)

Donde:

A.E: Actividad enzimdtica (pM.min'l.mL'l)
Aabs : Variacion de absorbancia (Aabs)

At: Variacién de tiempo (min)

V.s: Volumen del sobrenadante de cultivo (mL)
& : Coeficiente de extincién molar (mM'l.cm'l)

b : Espesor de la celda (cm)
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(e) Se construyé la curva de calibracion del Bradford, a partir de una solucién con
una concentracion de Suero de Albimina Bovin (BSA). Para ello se prepard
un minimo de 10 soluciones, cuya concentracion varié entre 0,1-1 mg/mL de
BSA. A partir de los datos de absorbancia se construy6 la curva de calibracion

del Bradford A vs. m (ecuacién 3):

A=11507*m+0,0077 3)
Donde:
A : Absorbancia de la muestra de enzima (abs)

m : Concentracién de proteina (mg/mL)

(f) La concentracién de proteina se determind empleando una mezcla constituida
por: 0,025 mL de la muestra que contiene la enzima y 0,75 mL de Bradford.
Se midid la absorbancia de la masa total de enzimas a una longitud de onda de
595 nm.

(g) La unidad de actividad enzimética (U) se determiné dividiendo la actividad
enzimdtica entre la concentraciéon (mg/mL) de la proteina. Con estos datos se
generod la curva U vs. t.

(h) A partir de los valores maximos de U, se determinaron las mejores
condiciones de incubacién (medio de cultivo y tiempo de fermentacion), asi
como, la seleccion de aquellos hongos que tuvieron la capacidad de producir

una mayor cantidad de enzimas.

Liofilizacion del sobrenadante

Con el propésito de concentrar y preservar las enzimas y cumpliendo con los
objetivos propuestos, se llevo a cabo el proceso de liofilizacion. Para ello se llevé a

cabo el siguiente protocolo:
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Se inocularon los hongos, en esta ocasion aumentando el nimero de placas
masa y el volumen del medio de cultivo (800 mL), con el fin de producir una
mayor cantidad de enzimas. Para ello se tomaron dos matraces de 1 L de
capacidad, se cosecharon 15 placas de masa por cada hongo en 400 mL de
medio de cultivo, siguiendo un procedimiento similar al de la seccion de
medicién de actividades del SEDL.

Se incubaron en una estufa con agitacion orbital (250 rpm), a una temperatura
de 30 °C y durante el tiempo Optimo determinado en la seccidon de medicion
de actividades del SEDL.

Se centrifugd la solucién, a 16.000 rpm en una ultra centrifuga para precipitar
el micelio del hongo y todos los compuestos sélidos en suspension presentes
en el medio. Se filtr6 para separar el sobrenadante del micelio del hongo y
otros compuestos solidos.

Se trasvaso el sobrenadante a un vaso de precipitado y se conservé a una
temperatura de —70 °C por un periodo minimo de 48 h.

Finalmente, la muestra congelada se liofilizé (deshidratacién de las enzimas

por sublimacién del agua) para concentrar y preservar las enzimas.

Preparacion de la emulsion del CXP campo Carabobo

Para facilitar el manejo del CXP campo Carabobo se preparé una emulsién con agua
(o/w), mediante el siguiente procedimiento:

1.

En un vaso de precipitado de 1 L se mezclaron 190 g de CXP y una solucion
de surfactante en agua de concentracion 5000 ppm.

El recipiente se calentd en bafio de maria hasta que la mezcla alcanz6 una
temperatura de 60 °C aproximadamente.

Empleando un agitador Rustond, se prepar6 una mezcla uniforme entre el
crudo, surfactante y el agua. Para lograrlo se agit6 durante 30 min, tiempo

necesario para formar la emulsion al 95 % o/w
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Tratamiento enzimadtico del CXP campo Carabobo

Para aumentar el drea de contacto entre el crudo y la enzima, y poder llevar a cabo el
mejoramiento se preparé una emulsién al 50 % o/w, siguiendo el procedimiento que

se describe a continuacion:

1. Las enzimas liofilizadas en la seccién anterior (liofilizacion del
sobrenadante), se suspendieron en un tampén apropiado, es decir, se
disolvieron en 50 mL del buffer correspondiente a la enzima de interés.

2. En un matraz de 250 mL de capacidad, se agregé 50 mL de la emulsién del
CXP 95 % o/w y se incorporaron 50 mL del tampén con las enzimas. Se agitd
bien y de esta manera se inici6 el tratamiento enzimatico del CXP.

3. Se incubaron los matraces en la estufa a 250 rpm, a una temperatura de 30 °C

y por un periodo de 10 a 30 h.

Rompimiento de la emulsion mediante tratamiento térmico

Finalizado el tratamiento enzimadtico, se rompid la emulsion para recuperar la muestra
de crudo biotratada y llevar a cabo la evaluacion de sus propiedades fisico-quimicas.
Para lograrlo se aplicé un tratamiento térmico a la emulsién, mediante un sistema
conformado por: un recipiente hermético y una plancha de calentamiento. El

procedimiento experimental se describe a continuacion:

1. Se agrego la emulsién al recipiente herméticamente cerrado y se colocé sobre
la plancha de calentamiento entre 150-200 °C, por un periodo de 2h.

2. La fase acuosa se separ6 de la fase oleosa, esta ultima al ser mas densa, se
deposité en el fondo del recipiente. Luego, se decanté con cuidado la fase
acuosa y la fase oleosa se trasvaso a otro recipiente.

3. Para eliminar las trazas de agua, que pudieron estar presentes en la muestra, se

calent6 nuevamente a una temperatura de 100 °C por unos 30 min.
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4. Luego, se aplicé un tratamiento térmico a la muestra (temperatura de 350
°C), con el fin de romper los enlaces internos de las moléculas debilitados por
el biotratamiento y asi mejorar la composicion del crudo antes de evaluar sus

propiedades fisico-quimicas.

Determinacion de las propiedades fisico-quimicas del CXP campo Carabobo antes

y después del tratamiento enzimdtico

Para cumplir con los objetivos propuestos, se evaluaron las siguientes propiedades
fisico-quimicas del CXP antes y después del tratamiento enzimdtico: densidad y
composicion por medio del andlisis SARA. El procedimiento experimental se

describe a continuacién:

Determinacion de la densidad del crudo campo Carabobo

La densidad del CXP campo Carabobo se determiné a partir del método de

flotabilidad del crudo en una solucion de densidad conocida.

La densidad del CXP campo Carabobo, se midi6 a partir del método de flotabilidad
del crudo desarrollado en el laboratorio de la Unidad de Biotecnologia del Petréleo
del IDEA. El método consistié en determinar la densidad de una gota de crudo a
partir de una solucion salina de densidad conocida, mediante el siguiente protocolo:
1. Se preparo una solucion con una determinada concentracion de NaCl.
2. Se calent6 la muestra de crudo hasta una temperatura de 40 °C, luego con una
espatula se agregd una gota de crudo a la solucion salina.
3. En el instante que la gota de crudo quede suspendida (flotabilidad neutra) en
el centro de la solucion, entonces la densidad del crudo es igual a la densidad

de la solucién salina.
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4. Para determinar la densidad, se tomé 1mL de la solucidn, se vertié en un
eppendorf (de masa conocida), se pesé y por diferencia se determiné la masa
de la solucién.

5. Finalmente conocida la masa y el volumen, se determiné la densidad de la

solucion y por ende la del crudo, a partir de la ecuacién (4)

mg
=3 4
Ps v, “4)

Donde:
pPs . Densidad de la solucion (g/mL)

my : Masa de la solucién (g)

V¢ : Volumen de la solucion (mL)

Medida de las fracciones de hidrocarburos presentes en el crudo, andlisis SARA

Para determinar la composicion de las fracciones de hidrocarburos presentes en el
CXP (fraccion de: saturados, aromaticos, resinas y asfaltenos) antes y después del
tratamiento enzimatico, se utilizé el siguiente procedimiento (modificado de la norma
ASTM- D-4124-01, 2001):

1. Se pesaron 0,5 g de emulsion 95 % o/w en un vaso de precipitado de 250 ml.

2. Se anadieron 50 ml de hexano y se agita por 1 h. La mezcla resultante se dejo
en reposo por 24 h.

3. Se construy6 el sistema de precipitacion de asfaltenos por gravedad, el cual
consistié de una fiola de 125 ml, un embudo y un papel de filtro (previamente
pesado).

4. Se trasvasO con una varilla de vidrio la mezcla del vaso de precipitado al
papel de filtro y se lavé con suficiente hexano, el papel y la muestra, para

arrastrar la mayor cantidad de maltenos. La muestra se separo inicialmente en
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10.

11.

12.

13.

14.

dos fracciones: la fracciéon insoluble en hexano correspondiente a los
asfaltenos y la fraccion soluble denominada maltenos.

Para recuperar el hexano y concentrar la muestra, se sometié la solucién con
los maltenos a una destilacion simple con vacio (50 rpm y 45 °C) en un rota-
vapor.

Se construyd el sistema de separacion cromatografica, colocando en una
columna de vidrio (dimensiones: 50 cm de largo y 0,8 cm de didmetro), 20 cm
de la alimina CG, la cual fue activada a una temperatura de 200 °C en una
mufla por un tiempo minimo de 2 h.

Se empaquetd adecuadamente la alimina con hexano, manteniendo un nivel
de liquido, al menos 2 mm por encima de la superficie.

Los maltenos concentrados se vertieron despacio a la columna para ser
absorbidos por la altimina.

Se afiadieron 100 mL de hexano, con lo cual se garantizé la completa
separacion de la fraccidn de saturados.

Luego se afiadieron 100 mL de tolueno, para separar la fracciéon de
aromaticos. El frente de separacion se controlé utilizando una ldmpara de luz
ultravioleta portatil y el volumen de tolueno recuperado en la fiola.
Finalmente, se agregaron 100 mL de cloroformo para separar la fracciéon de
resinas.

Cada fraccion eluida se recuperd por eliminacién del solvente. Se pesé cada
recipiente y por diferencia se determiné la masa de cada fraccion.

Los asfaltenos recuperados en el papel de filtro se llevaron a peso constante en
una estufa.

Los porcentajes de cada una de las fracciones se calcularon empleando la

ecuacion (5):
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m;(g)

@

*100% (5)

Donde:

P, : Porcentaje de la fraccion i (%)
m,, : Masa de la fraccién i (g)

m,, : Masa total de la muestra de crudo (g)

Destilacion simulada

Se realiz6 el andlisis de destilacion simulada a las muestras de CXP biotratado por 20

h con la mezcla LACp y LiPp siguiendo la norma ASTM D 7169-05.
Finalmente, se garantizo la repetitividad de los datos experimentales obtenidos

realizando un duplicado a cada una de las experiencias, para conformar una cantidad

total de pruebas, tal como se indica en la tabla N° 4
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Tabla N° 4. Cantidad total de pruebas aplicadas al proceso de biomejoramiento del

CXP campo Carabobo.
NUMERO DE PRUEBAS NUMERO DE PRUEBAS
ENSAYO INDIVIDUALES PARA CADA TOTALES EN EL
ENSAYO ENSAYO
Caracterizacion Fenotipica
Crecimiento de los Hongos 10
20
Deteccion de EOE 10

Produccion de EOE a partir del SEDL de cada cepa en caldos de cultivo empleando
afrecho, CXP y sacarosa como unicas fuentes de carbono y energia

Fuente Sacarosa 8
Fuente Afrecho 8
Fuente CXP 8

24

Medicién de actividades enzimaticas del SEDL en caldos de cultivo empleando diversas

fuentes de carbono y energia

Actividad LACp 60
Actividad LiPp 60 180
Actividad MnPp 60
Liofilizacién del sobrenadante de cultivo
LACp 3
6
LiPp 3
Emulsion al 95 % CXP
Emulsion 2 2
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(Continuacion: Tabla N° 4. Cantidad total de pruebas aplicadas al proceso de

biomejoramiento del CXP campo Carabobo)

Tratamiento enzimatico del CXP

10h 2
LACp 20h 2 7
30 h 2
Control 1
10h 2
LiPp 20N 2 7
30 h 2
Control 1
Rompimiento de las emulsiones en cada uno de los tratamientos
LACp 7
14
LIPp 7

Determinacion de las propiedades fisico-quimicas de las muestras de CXP

Analisis de Gravedad API

LACp

10h

5

20 h

30 h

Control

20

LiPp

10h

20 h

30h

Control

oy o oy oy Oy Oy Oy

20
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(Continuacion: Tabla N° 4. Cantidad total de pruebas aplicadas al proceso de

biomejoramiento del CXP campo Carabobo)

Anadlisis SARA

Precipitacion de asfaltenos

LACp

10h

20 h

30 h

Control

LiPp

10h

20 h

30 h

Control

N N N N N N N N

Cromatografia de Adsorcion

LACp

10h

20 h

30 h

Control

LiPp

10h

20 h

30 h

NN BN N NN NN

Control

Destilacion Simulada

LACp

20 h

Control

LiPp

20 h

Control
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados obtenidos y su andlisis luego de aplicar la
metodologia descrita en el capitulo anterior, la cual, permiti6 cumplir con los

objetivos propuestos en este Trabajo Especial de Grado.

Caracterizacion fenotipica de las cepas fiingicas seleccionadas

La caracterizacion fenotipica de los hongos filamentosos se llevé a cabo tomando en
cuenta dos aspectos importantes: a) la capacidad de crecimiento de las cepas flingicas
en medio minimo Cz suplementado con diversos HPAs como tnica fuente de carbono
y energia y; b) la capacidad de la produccion de EOE de estos hongos mediante la

oxidacion del sustrato (ABTS) en placas de cultivo.

a) Crecimiento de los hongos filamentosos usando HPAs o CXP como

unicas fuentes de carbono y energia.

Los resultados revelaron que la cepa BM-02 (fig. 25) es capaz de crecer en medio
minimo Cz suplementado con sacarosa (control positivo), naftaleno, DBT, pireno y
CXP como unicas fuentes de carbono y energia. No obstante, esta cepa fue incapaz de
crecer utilizando fenantreno. En general, esta cepa mostré una mayor velocidad de
crecimiento utilizando sacarosa como fuente de carbono y energia en comparacion
con los HPAs empleados como fuente de carbono. En el caso de la cepa BM-04, los
resultados mostraron (fig. 26) que esta cepa es capaz de crecer en medio minimo Cz
suplementado con sacarosa (control positivo), naftaleno, fenantreno, pireno, DBT y

CXP como tnicas fuentes de carbono y energia. A su vez, la cepa BM-04 mostr6 la
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menor velocidad de crecimiento en todas las condiciones empleadas en comparacién

con las otras cepas estudiadas.

a) - -
——
-

{ - -

K

J—
d) =
P

/N
xﬂ:%/

Figura 25. Crecimiento del hongo BM-02 a los 14 d en medio minimo Cz suplementado con:
a) naftaleno, b) fenantreno, c) pireno, d) DBT, e) CXP, y e) sacarosa (control positivo) como tnicas

fuentes de carbono y energia.

LA

Figura 26. Crecimiento del hongo BM-04 a los 14 d en medio minimo Cz suplementado con:
a) naftaleno, b) fenantreno, c) pireno, d) DBT, e) CXP y f) sacarosa (control positivo) como tnicas

fuentes de carbono y energia.

83



CAPITULO V Resultados y Discusion

Con relacion a la cepa BM-36 (fig. 27), los resultados mostraron que es capaz de
crecer en medio minimo Cz suplementado con naftaleno, fenantreno, pireno, DBT,
CXP y sacarosa (control positivo) como unicas fuentes de carbono y energia. En
general, esta cepa mostré una mayor velocidad de crecimiento utilizando sacarosa
como fuente de carbono y energia en comparacién con los HPAs empleados como

fuente de carbono.

Figura 27. Crecimiento del hongo BM-36 a los 14 d en medio minimo Cz suplementado con:
a) naftaleno, b) fenantreno, c¢) pireno, d) DBT, e) CXP y f) sacarosa (control positivo) como tnicas

fuentes de carbono y energia.

Los resultados obtenidos con la cepa fiingica BM-39 (fig. 28) mostraron su alta
capacidad de crecimiento en medio minimo Cz suplementado con naftaleno, pireno,
DBT, CXP y sacarosa (control positivo) como tnicas fuentes de carbono y energia.
Sin embargo, esta cepa, al igual que el hongo BM-02, es incapaz de crecer utilizando

fenantreno como unica fuente de carbono y energia.
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Figura 28. Crecimiento del hongo BM-39 a los 14 d en medio minimo Cz suplementado con:
a) naftaleno, b) fenantreno, c) pireno y d) DBT, asi como, e) CXP y f) sacarosa (control) como tnicas

fuentes de carbono y energia.

De manera general, los resultados mostraron que la velocidad de crecimiento de todas
las cepas fungicas empleadas fue elevada durante los primeros 7 d. A partir de ese
tiempo se observd una etapa cuasi-estacionaria con variaciones en el crecimiento
poco significativas. Las cepas fueron evaluadas en base a la escala de crecimiento y

los resultados de esta evaluacion se muestran en la tabla N° 5.
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Tabla N° 5. Crecimiento de los hongos en medio de cultivo suplementado con

diferentes HPAs, CXP y sacarosa (control positivo) como unicas fuentes de carbono

y energia.
Cepa Medio de cultivo Cz suplementado
NAF* FEN* PIR* DBT CXP SAC*
BM-02 ++ - ++ ++ ++ ++
BM-04 + + + + + +
BM-36 ++ ++ ++ ++ ++ +++
BM-39 ++ - +++ +++ +++ +++

*NAF: Naftaleno, FEN: Fenantreno, PIR: Pireno y SAC: Sacarosa.

De acuerdo a estos resultados (tabla 5), se clasifica el hongo filamentoso BM-39
como una cepa de buen crecimiento, ya que mostrd6 la mayor velocidad de
crecimiento con relacién al resto de las cepas estudiadas. No obstante, esta cepa es
incapaz de utilizar fenantreno como unica fuente de carbono y energia. Los hongos
BM-02 y BM-36 se clasifican como hongos de crecimiento moderado, ya que
mostraron una menor velocidad de crecimiento en comparacion a la cepa anterior. Por
otra parte, el hongo BM-04, al mostrar la menor velocidad de crecimiento, se clasifica

como una cepa de bajo crecimiento.
Sin embargo, es importante destacar que algunos estudios indican que la baja tasa de

crecimiento de un hongo en medio de cultivo s6lido suplementado con diversos

HPAs como tnicas fuentes de carbono y energia, no implica necesariamente su
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posean una baja capacidad de degradar otros hidrocarburos complejos presentes en el

crudo (Kapoor y col., 1978; Chaillan y col., 2004; Saparrat y Hammer, 2006).

b) Produccion de EOE por los hongos filamentosos mediante ensayo

colorimétrico con ABTS.

La capacidad de las cepas fungicas para producir EOE fue medida cualitativamente a
partir de la actividad oxidativa extracelular de ABTS. Tal como se describe en la
metodologia, esta actividad se determind por la intensidad del color en el medio de
cultivo Kirk en un periodo de tiempo de 7 a 21 d. Para este ensayo, fueron empleadas
las cepas de los hongos Pleurotus ostreatus y Saccharomyces cerevisiae como

control positivo y negativo respectivamente.

De forma interesante los resultados revelaron la presencia de EOE en todas las cepas

analizadas (fig. 29).

Los hongos fueron clasificados de acuerdo a la escala colorimétrica citada en el
procedimiento experimental en:

1) Sin coloracion (-), cepas que no presentan actividad oxidativa extracelular de
ABTS: solo se observé un medio sin color con la cepa Saccharomyces
cerevisiae, usado como el control negativo, tal como lo reportaron Naranjo y
col., (2007).

1) Intensidad de color baja (+), cepas que presentan una baja actividad oxidativa
extracelular de ABTS: en este caso se encuentra el hongo  BM-02, donde se
observo poca coloracién en el medio de cultivo.

ii1) Intensidad de color moderada (++), cepas que presentan una moderada
actividad oxidativa extracelular de ABTS: no se observo en ninguna de las

cepas.
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iv) Coloracion elevada (+++), cepas con alta actividad oxidativa extracelular de
ABTS: en este caso se encuentran las cepas BM-04, BM-36 y BM-39, las

cuales, conforman el grupo con la mayor actividad productiva de EOE.

Figura 29. Ensayo colorimétrico con ABTS para detectar cualitativamente la produccién de EOE de

los hongos: a) BM-02, b) BM-04, ¢c) BM-36, d) BM-39, e) control positivo; y f) control negativo.

Este ultimo grupo de hongos mostraron niveles similares de actividad oxidativa
extracelular de ABTS comparados con la actividad oxidativa del hongo de la
podredumbre blanca Pleurotus ostreatus, perteneciente al grupo basidiomycetes
(hongos con un alto poder ligninolitico) (Peldez, Martinez y Martinez, 1995). Los
basidiomycetes poseen una gran capacidad para producir enzimas EOE, las cuales,
estdn asociadas a procesos degradativos de diversos compuestos recalcitrantes de
origen natural (entre ellos la lignina), y xenobidticos (fenoles clorados, HPAs, etc.)

(Saparrat, 2000).

Estos resultados sugieren que el hongo BM-04, a pesar de haber mostrado la menor
velocidad de crecimiento en medio minimo Cz suplementado con diversos HPAs y
CXP, por medio de este Test colorimétrico, resultd ser una de las cepas mayores

productoras de EOE. De igual forma, es importante sefialar que la ausencia y/o la baja
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actividad oxidativa extracelular de ABTS no implica necesariamente la incapacidad
para producir EOE, sin embargo, puede reflejar una posible inhibicién de su

expresion (Saparrat, 2000).

Estos ensayos representan un paso importante para seleccionar cepas fungicas con
alto valor para ser utilizadas en el desarrollo de nuevas tecnologias limpias. Por otra
parte, es importante sefalar, que este tipo de ensayo permite de forma adecuada y
sencilla la busqueda de hongos filamentosos autéctonos con capacidad para producir
EOE vy, por consiguiente, con potencial para ser utilizados como biocatalizadores en

procesos de conversion enzimdtica parcial y, en procesos de biorremediacion.

Produccion especifica de enzimas oxidativas extracelulares del sistema

enzimatico extracelular de degradacion de lignina (SEDL)

En los estudios fenotipicos anteriores se demostrd la capacidad de las cepas flingicas
seleccionadas de catabolizar diversos HPAs, CXP, asi como, la capacidad de producir
EOE. Particularmente, las cepas BM-04, BM-36 y BM-39 revelaron un alto potencial
ligninolitico. Tomando en cuenta lo anterior, se plantea la siguiente hipdtesis: S7 las
cepas BM-04, BM-36 y BM-39 contienen el SEDL y este estd implicado en la
bioconversion de CXP, entonces, la adicion de CXP como unica fuente de carbono y
energia en caldos de cultivo deberia inducir las actividades de las EOE (Naranjo y
col., 2007). Por otra parte, al ser el afrecho un sustrato ligninolitico, su empleo en
caldos de cultivo como unica fuente de carbono y energia, deberia, al igual que el

CXP, inducir el SEDL.

A fines de confirmar esta hipétesis, se midieron las actividades especificas del SEDL
(LACp, LIPp y MnPp) en medio de cultivo liquido Cx utilizando afrecho o CXP
como unicas fuentes de carbono y energia. Las cepas crecieron como se describié en

la metodologia.
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Los resultados mostraron, en todos los casos, que las actividades LACp, LIPp y
MnPp no fueron inducidas cuando se empleo sacarosa (control positivo) como tUnica

fuente de carbono (fig. 30).
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Figura 30. Actividad enziméatica LACp de la cepa BM-04 en medio minimo suplementado con afrecho

0 sacarosa (control positivo) como tunicas fuentes de carbono y energia.

Induccion de la actividad LACp

Los resultados mostraron que la actividad LACp fue inducida tnica y poderosamente
en la cepa BM-04 utilizando afrecho como unica fuente de carbono y energia, tal
como se observa en la figura 30. En esta condicion la actividad LACp alcanzé el
maximo nivel de actividad (1379 U/mg) a las 72 h de incubaciéon (ver anexos).
Luego, se observa una disminucién de la actividad LACp de 72 a 96 h. Finalmente, se
observa un aumento de la actividad de esta enzima a las 120 h a un nivel superior

préoximo a 120,9 veces comparada al control (ver anexos). Es importante sefialar que
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a las 48 h de incubacion no fue detectado ningtn nivel de actividad en este medio de
cultivo, lo cual, pudo ser ocasionado por desactivacion de la enzima debido a dafios

en la muestra.

En comparacion con estos resultados, la actividad de la LACp fue inducida en niveles
mas bajos en cada una de las cepas utilizando CXP como unica fuente de carbono y

energia (fig. 31).
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Figura 31. Actividad enzimdtica LACp de las cepas BM-02, BM-04, BM-36 y BM-39 en medio
minimo suplementado con CXP o sacarosa (control positivo) como unicas fuentes de carbono y

energia.

En esta condicion la actividad LACp para las cepas BM-04, BM-36 y BM-39
aumentaron hasta las 24 h a niveles superiores proximos a 116,5, 386,1 y 493,9 veces

respectivamente comparadas con el control (ver anexos). Luego se observo una
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disminucién de LACp en todas las cepas hasta las 48 h pero mostrando siempre
niveles significativos mds altos relativos al control. A partir de las 48 h y hasta las
120 h se observo un incremento paulatino de la actividad en todas las cepas, a niveles
siempre superiores al del control. Los resultados mostraron que a las 96 h se alcanz6
el mdximo nivel de actividad para la cepa BM-04 (142,2 U/mg) y, a las 120 h se
alcanzo el nivel méximo de esta actividad para las cepas BM-02 (78,27U/mg) y BM-
36 (351,3 U/mg) (ver anexos). Es importante sefialar que la cepa BM-02 mostr6 bajos
niveles de actividad de LACp en comparacion al de las otras cepas (ver anexos).

Por otra parte, la produccion enzimatica depende entre otros factores de la presencia
de un inductor (Gianfreda y col., 1999). En el caso de la actividad LACp, los
principales inductores incluyen compuestos fendlicos relacionados a la lignina,
compuestos no derivados de la lignina y diferentes extractos vegetales de diversa
naturaleza que han demostrado ser buenos inductores (Salas y col., 1995). De acuerdo
a los resultados obtenidos, el afrecho (fuente proteica de origen vegetal) podria haber
permitido que el hongo BM-04 respondiera a una sefial de reconocimiento
conduciendo a una intensiva respuesta biolégica que activd, atin mds, su metabolismo

y mejord la produccidn de esta enzima ligninolitica.

Induccion de la actividad LiPp

La actividad LiPp no se detect6 en ninguna de las cepas estudiadas en medio minimo
suplementado con afrecho o con sacarosa (control positivo) como unicas fuentes de

carbono y energia. Solamente la actividad de LiPp fue inducida empleando CXP

como unica fuente de carbono y energia (fig. 32).
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Figura 32. Actividad enzimdtica LiPp de las cepas BM-02, BM-04, BM-36 y BM-39 en medio

minimo suplementado con CXP o sacarosa (control) como tnicas fuentes de carbono y energfa.

En esta condicion, las actividades LACp, LIPp y MnPp aumentaron en general de 24-
120 h. La actividad LiPp en las cepas BM-02, BM-04, BM-36 y BM-39 mostraron
niveles maximos de induccién proximos a 311,9 (96 h), 21224 (72 h), 1739 (120 h) y
2060,5(120 h) respectivamente (ver anexos). Particularmente, la cepa BM-04
presentd la mayor induccién de LiPp en los diferentes tiempos de incubacién. Por el
contrario, y como en el caso de actividad LACp, lacepa  BM-02 present6 la menor

actividad LiPp con relacién al resto de las cepas estudiadas.

Induccion de la actividad MnPp

La actividad MnPp no se detect6 para ninguna de las cepas estudiadas en medio
minimo suplementado con afrecho o con sacarosa (control positivo) como unicas
fuentes de carbono y energia. Solamente la actividad MnPp fue inducida cuando CXP

fue utilizado como tnica fuente de carbono y energia (fig. 33).
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Figura 33. Actividad enzimdtica MnPp de las cepas BM-02, BM-04, BM-36 y BM-39 en medio
minimo suplementado con CXP o sacarosa (control positivo) como unicas fuentes de carbono y

energia.

En general, todas las cepas mostraron un aumento en la actividad MnPp entre las 24 y
las 120 h de incubacion. Sélo la cepa BM-04 present6 un nivel maximo de actividad a
las 24 h de 326,9 veces comparado al control (fig. 33). La actividad MnPp fue
inducida en mayor proporcioén en las cepas BM-04, BM-36 y BM-39, alcanzando, en
éstas dos ultimas, niveles méiximos proximos a 371,9 y 324,2 U/mg veces
respectivamente a las 120 h (ver anexos). En el caso de la cepa BM-02 se encontraron

los niveles mds bajos de actividad MnPp en el lapso de tiempo estudiado.

De acuerdo con estos resultados, posiblemente las actividades EOE de la mayoria de
las cepas flingicas fueron inducidas por la naturaleza compleja de los CXP (Naranjo y
col., 2007). La bioconversion de compuestos de naturaleza compleja, tales como la
lignina y el petrdleo, requiere en conjunto una gran cantidad y diversidad de EOE, asi

como también un sustrato de amplia especificidad. Por lo tanto, es posible que la
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induccion de las actividades de EOE sea directamente proporcional a la complejidad

del sustrato (Naranjo y col., 2007).

De este modo, los resultados obtenidos sugieren poderosamente que: 1) las cepas BM-
02, BM-04, BM-36 y BM-39 son capaces de sintetizar EOE; ii) las actividades de
EOE (en el caso de las cepas BM-04, BM-36 y BM-39) son inducidas fuertemente
por CXP y posiblemente estdn implicadas en la bioconversion del CXP; iii) la
actividad de la LACp del género BM-04 es inducida fuertemente por el afrecho; y
finalmente iv) los resultados anteriores hacen suponer que existe una relacion entre el

SEDL y la bioconversion del CXP.

Finalmente, debido a la baja induccién de EOE que mostré la cepa BM-02, fueron
seleccionadas las cepas BM-04, BM-36 y BM-39 para llevar a cabo el tratamiento
enzimdtico del CXP. Por otra parte, fueron seleccionadas las actividades LiPp y
LACpP para realizar el biotratamiento del CXP, ya que la actividad MnPp fue inducida

en menor proporcion en todas las cepas estudiadas.

Efecto del biotratamiento en las propiedades fisico-quimicas del CXP

Los resultados del estudio realizado sobre la composicion y las propiedades fisico-

quimicas del crudo campo Carabobo se presentan a continuacion:

Rompimiento de las emulsiones

La ruptura de las emulsiones del biotratamiento con la mezcla de LACp y LiPp se
llevo a cabo aplicando un tratamiento térmico (150-200 °C) en reactores sellados. El
agua de rompimiento proveniente de cada tratamiento (25 mL de buffer) fue
recuperada totalmente, asi como también fueron recuperadas las sales que contenia el

buffer (fig. 34). De este modo, al poder recuperar parte de los reactivos necesarios
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para llevar a cabo el proceso, los costos del mismo disminuyen haciéndolo mas

atractivo comercialmente.

Figura 34. Cristales de sal del buffer recuperados en el agua de rompimiento del tratamiento con

la mezcla de LiPp (50X de aumento).

Durante el rompimiento de las emulsiones en los tratamientos con la LACp y la LiPp,
se observo que la solucidn acuosa (agua de rompimiento) proveniente del tratamiento
con la mezcla de LiPp era de color amarillento, similar al color del buffer tartrato de
sodio. En el caso del tratamiento con la mezcla de LACp, la fase acuosa era de color
marrén el cual presenté la mayor intensidad a las 20 h de tratamiento (ver anexos).
Esto sugiere la formacion de una emulsion mds estable conformada por finas gotas de
crudo (tamafio de gota < 1 pum). Las reacciones de oxidacién que catalizan las

enzimas en este tipo de sistema, se llevan a cabo en la interfase crudo-agua.

En la superficie de las gotas de crudo se encuentran las grandes moléculas de
asfaltenos, las cuales son las moléculas de mayor polaridad en el CXP y los productos
son moléculas oxidadas y craqueadas que permanecen en la interfase. Algunos de
estos productos de oxidacién podrian ser moléculas con actividad interfacial las
cuales podrian proporcionar una estabilidad adicional a las gotas de crudo mads
pequeflas minimizando su proceso de coalescencia durante el rompimiento de la
emulsion. Por tal razén, estos resultados sugieren de forma cualitativa que la mezcla

de LACp podria tener el mayor potencial de bioconversién del CXP.
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Composicion del Crudo: Analisis SARA

a) Conversion de Asfaltenos

Los resultados obtenidos en la conversion de asfaltenos de la muestra de crudo
biotratado (fig. 35) muestran la variacién en este porcentaje antes y después de

aplicar el tratamiento térmico a temperatura 350 °C.

30
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Porcentaje de asfaltenos (%)
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0 i R \:\\:\\\: NN
Control 10 20 30
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*Muestras de crudo sometidas a tratamiento termico (350 °C)

Figura 35. Porcentaje de asfaltenos contenido en las muestras de crudo biotratadas con la mezcla de

enzimas LACp y LiPp.

Los resultados obtenidos a las 10 y 20 h de tratamiento con la mezcla de LACp y
LiPp (sin tratamiento térmico) mostraron una conversion de asfaltenos mayor al 1%
con respecto al control (ver anexos), indicando de este modo, un ligero mejoramiento
en la muestra de crudo. Los resultados obtenidos a las 30 h de tratamiento mostraron
una conversion menos significativa con respecto al control de 0,41 % en el caso del

tratamiento con la LiPp y 0,2 % en el caso del tratamiento con la LACp. Al aplicar el
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tratamiento térmico, el contenido de asfaltenos aumenté considerablemente en la
mayoria de las muestras (fig. 35) y solo en el tratamiento correspondiente a las 20 h
con la mezcla de LiPp el contenido de asfaltenos baj6. En este caso la conversion de
asfaltenos fue superior al 2 % con respecto al control. En el tratamiento con la mezcla
de LACp se observé de forma general una conversion negativa de asfaltenos con
respecto al control, reportdndose el menor de estos porcentajes a las 20 h de
tratamiento (-0,23 %). Problemas de sobrecalentamiento de los reactores y pérdidas
de combustibles durante el tratamiento térmico, pudieron haber sido las causas que

originaron la produccion de asfaltenos.

En efecto, con la ayuda del microscopio Optico se observaron particulas de coque en
la muestra de asfaltenos (fig. 36), las cuales representaron aproximadamente un 4 %

de la fraccion total.

Figura 36. Particulas de coque presentes en una muestra de crudo tratada durante 20 h con la

mezcla de LACp (100X de aumento)
De este modo, el desmejoramiento de la fraccion asfalténica se debid principalmente
a la produccion de grandes moléculas como el coque y a las pérdidas de combustibles

por sobrecalentamiento.

Existe la posibilidad que las enzimas se desnaturalicen (pérdida de actividad) en un

lapso de tiempo superior a las 24 h, y por tanto no produzcan un cambio en el crudo,
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tal como se observo a las 30 h de tratamiento (muestras sin tratamiento térmico).
Estos resultados sugieren que, de ser posible el biomejoramiento del CXP se deberia
entre otras cosas, incrementar la cantidad de enzima empleada en el ensayo, ya que, a
una cierta concentracion de CXP (sustrato) todos los sitios activos de la enzima estan
ocupados, por lo tanto, todas las demds moléculas del sustrato deben esperar hasta
que se encuentre libre uno de estos sitios antes de que ellas puedan entrar, en cambio,
si se aumenta el contenido de enzimas existirin mads sitios activos disponibles que
reaccionardn con las moléculas de sustrato tan rdpido como entran en este (Sdnchez,
2002). Con ello se podria lograr la oxidacion de una mayor cantidad de compuestos
pesados, aumentando significativamente la conversion de asfaltenos y optimizando el

tiempo del biotratamiento.

b)  Cromatografia de Adsorcion de los maltenos (Saturados,

Aromdticos y Resinas)

El fraccionamiento de los maltenos se realiz por cromatografia de adsorcién
utilizando alimina de grado cromatografico (tal como se describio en el
procedimiento experimental), en una relacién soporte-muestra de 60:1. Relaciones
similares a la de este ensayo han sido utilizadas previamente con resultados muy
satisfactorios en este tipo de andlisis, donde no se requiere de un alto grado de
precision (Layrisse y col., 1984). Los resultados obtenidos en la cromatografia de
adsorcion (figuras 37 y 38) muestran la variacion en la composicién de las muestras

de crudo biotratadas con y sin tratamiento térmico a temperatura de 350 °C.
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Figura 37. Porcentajes de Saturados, Aromadticos y Resinas (SAR) de las muestras de crudo sin

tratamiento térmico obtenidos mediante la cromatografia de adsorcion
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Figura 38. Porcentajes de Saturados, Aromdticos y Resinas (SAR) obtenidos mediante la

cromatografia de adsorcién de las muestras de crudo biotratadas sometidas a tratamiento térmico
Los porcentajes de las fracciones de saturados obtenidos a partir de este ensayo para

las muestras de crudo tratadas con las mezclas de LACp y LiPp (fig. 37) fue elevado

en comparaciéon con las encontradas en la composicion tipica reportada en la
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literatura (Herndndez, Jelambi y Requena, 2001) para varios crudos pesados y
residuales venezolanos (ver anexos). La disminucion del porcentaje de saturados en
las muestras de crudo sometidas a tratamiento térmico (fig. 38) pudo ser ocasionada
por pérdidas de los destilados méas ligeros debido al sobrecalentamiento de los

reactores.

Los resultados de la cromatografia de adsorcion obtenidos de las muestras de crudo
biotratadas y sometidas a tratamiento térmico mostraron en general una disminucién
del porcentaje de las fracciones mds livianas (saturados y aromaticos) y un aumento
de la fracciéon mas pesada (resinas), siendo mds significativo este incremento en las
muestras tratadas con la mezcla de LACp (fig. 38). Esto pudo ser ocasionado por la
conversion de los compuestos aromadticos durante el tratamiento térmico, ya que,
debido al sobrecalentamiento de los reactores pudieron craquearse estas moléculas y a
su vez polimerizar y producir moléculas de mayor tamafo. En general, los resultados
obtenidos en la cromatografia de adsorcién en cada uno de los periodos de
tratamiento para las muestras tratadas con ambas mezclas enzimdticas, muestran
variaciones poco significativas con respecto al control. Estos resultados pueden ser
ocasionados por varios factores, entre los cuales se pueden mencionar: i) bajo
potencial de bioconversion de estas especies sobre los compuestos presentes en la
parte méas pesada del CXP; y/o ii) poca precision de estos métodos para detectar los
ligeros cambios producidos en cada una de las fracciones presentes en las muestras de

crudo

Gravedad API

La gravedad API se determind a partir del método de flotabilidad del crudo en una
solucion salina de concentracion conocida (tal como fue descrito en el procedimiento
experimental). Los resultados se clasifican entre las muestras de crudo tratadas

térmicamente y las que no recibieron este tratamiento (fig. 39).
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Figura 39. Gravedad API de las muestras de crudo tratadas con la mezcla de LACp y LiPp (con y sin

tratamiento térmico)

Los resultados obtenidos a partir de las muestras de crudo tratadas con la mezcla de la
LACpP (sin tratamiento térmico) no muestran una diferencia apreciable de la densidad
(expresada en °API) con respecto al control (fig. 39), manteniéndose este valor
alrededor de los 9 °API. Por el contrario, en el tratamiento con la mezcla de la LiPp se
observa una diferencia apreciable de aproximadamente 2 °API (ver anexos), entre las
muestras de crudo tratadas (10 y 20 h) y el control, disminuyendo esta diferencia a las
30 h. Es importante sefialar, que en ninguno de los tratamientos se pudo obtener un
crudo con una gravedad API superior a los 10 °API, lo cual significa que el
tratamiento enzimdtico aplicado bajo las condiciones operacionales del ensayo
(cantidad de enzima, presion 1 atm, temperatura de 30 °C y en atmodsfera de aire) no

permitié la bioconversién del CXP a un crudo pesado.

En las muestras de crudo sometidas a tratamiento térmico se observo en general un
valor de gravedad API inferior a 8 °API (fig, 39). Durante las 10 y 20 h de
tratamiento se encuentran en general los valores mds elevados de gravedad API en

cada tratamiento. Como se indic6 anteriormente, el tratamiento térmico no pudo ser
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controlado adecuadamente, por lo que pudieron formarse moléculas més pesadas, y/o
producirse la separacion de compuestos mas livianos de la muestra de crudo, o ambos
fendmenos al mismo tiempo, lo cual hace mas pesada la muestra de crudo tratada y
por ende con un bajo valor de gravedad API. Es importante sefialar, que en el tiempo
de estudio, los resultados obtenidos en ambos tratamientos no presentan una
diferencia significativa con respecto al control (< 1 °API) (ver anexos). Esto sugiere
que el biomejoramiento de las muestras es muy leve, y resulta dificil de detectar en

las muestras de crudo algiin cambio de gravedad API a partir de este método.

Destilacion Simulada

El andlisis de destilacion simulada (Norma ASTM D 7169-05) fue aplicado a las
muestras de crudo biotratadas durante 20 h y sometidas a tratamiento térmico. Se
seleccionaron estas muestras, ya que, durante este lapso de tiempo se observaron los
cambios mds importantes en las propiedades de las muestras de crudo biotratadas
(ligero aumento de la gravedad API y mayor conversion de asfaltenos en el caso de la
LiPp). Por otra parte, al someter estas muestras a un tratamiento térmico se debilitan
y rompen los enlaces internos C-C presentes en las grandes moléculas y los enlaces
C-O formados por la oxidacién enzimdtica, generandose moléculas de menor peso
molecular y por tanto se logra un mejoramiento de la composicién de la muestra de
crudo. De este modo, se puede facilitar la deteccion de cualquier cambio ligero en las

fracciones mds pesadas por medio de este tipo de anélisis.

Los resultados obtenidos con el método de destilacion simulada, mostraron que a
partir del tratamiento con la mezcla de LACp se logré la bioconversion de la muestra
de CXP, obteniéndose una conversion del residuo 500 °C+ entre 2-10 % con respecto
al control (tabla N° 6). Asi mismo, la fraccién de gasdéleo de vacio aumentd
significativamente (5-15 %). Sin embargo, se observo una disminucién en la fraccién
de diesel (ver anexos). En esta muestra al igual que en el control no se obtuvieron

fracciones de nafta y jet fuel (tabla N° 7).
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ANEXOS

Niveles de actividad enzimdtica en caldos de cultivo con diversas fuentes de

carbono y energia.

A continuacion se presenta un célculo tipico a partir del cual se determina la actividad
enzimdtica y la actividad especifica de cada una de las enzimas. La actividad
especifica de la especie BM-04 en medio de cultivo con CXP como tnica fuente de
carbono y energia se determina a partir de la ecuacion:

AE = % )
Donde:

A.E : Actividad especifica (min.".mL™"

Aabs : Variacién de absorbancia (abs.)

t: Tiempo de transformacién del sustrato (min.)

V.s: Volumen del sobrenadante de cultivo (mL)

& : Factor de extincién molar (mM”'.cm™)

b : Espesor de la cubeta (cm)

0,001abs

AE=—o S R—
I min*0,04mL *0,0293(uM ~.cm™ ) *1cm

A.E = 0,851M /(mL.min)

Para obtener el valor de la unidad de actividad enzimatica se determino la cantidad de
proteina existente en la muestra a partir del valor de la absorbancia y la curva de

calibracion del Bradford A vs. m (ec. 3)

A=a*m+b 3)
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Donde:

A : Absorbancia de la muestra de enzima (abs)

m : Masa de proteina (mg)

a :Pendiente (1, 1507abs.mg'l)

El célculo tipico para determinar los gramos de proteina se indican a continuacion:

= 0,0171abs — 0,0077abs

=817 mg

1,1507abs.mg N

Tabla N° 9. Niveles de actividad enzimdtica de LiPp, MnPp y LACp en medio de

cultivo con diversas fuentes de carbono y energia.

carbono y energia

Actividad enzimatica de la LiP en caldo de cultivo con CXP como Unica fuente de

Tiempo (h) BM-02 BM-04 BM-36 BM-39
24 24,69 + 2,26 1350,89 + 438,08 | 728,41 + 91,33 354,44 + 48,75
48 119,92 + 12,22 | 1012,59 + 80,95 884,65 + 22,22 695,08 + 79,65
72 233,54 28,06 | 2122,42 + 424,61 | 1481,15 £ 103,49 | 1346,53 + 243,68
96 311,91 £ 15,77 | 2015,58 + 177,08 | 1558,34 + 493,65 | 1888,42 + 225,77
120 268,38 +8,46 | 2019,41 +71,80 | 1739,00 + 66,50 | 2060,45 + 282,57

carbono y energia

Actividad enzimatica de la MnP en caldo de cultivo con CXP como uUnica fuente de

Tiempo (h) BM-02 BM-04 BM-36 BM-39
24 17,09 + 1,60 326,90 *+ 162,62 115,21 + 17,12 38,46 + 6,94
48 22,92 + 2,25 121,08 + 14,77 114,39 + 3,32 59,77 + 4,79
72 42,20 + 4,94 204,67 *+ 63,82 215,11 £ 17,83 154,98 + 26,74
96 46,20 + 3,17 296,72+ 35,10 289,64 + 17,83 190,79 + 34,59
120 65,68 * 2,00 273,00 * 23,86 371,85 + 19,87 324,16 + 42,97

Actividad enzimatica de la Lac en caldo de cul

carbono y energia

tivo con CXP como unica fuente de

Tiempo (h) BM-02 BM-04 BM-36 BM-39
24 3,56 + 0,16 116,49 + 15,93 386,13 + 52,70 493,86 * 25,63
48 11,08 + 0,31 79,88 *+ 13,49 107,73 + 6,95 148,88 + 10,97
72 20,87 1,49 63,47 £ 14,73 199,15 + 34,76 252,91 £ 32,74
96 57,12 + 0,68 142,29 + 16,52 354,65 + 34,68 345,41 + 48,36
120 78,27 2,79 131,48 + 5,97 434,27 + 25,32 351,30 + 82,00
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(Continuacion: Tabla N° 9. Niveles de actividad enzimatica de LiPp, MnPp y LACp

en medio de cultivo con diversas fuentes de carbono y energia)

Actividad enzimatica de la Lac en caldo de cultivo con afrecho como Unica fuente
de carbono y energia
Tiempo (h) BM-02 BM-04 BM-36 BM-39
24 - 147,62 + 10,88 - -
48 - 10,00 = 0,00 - -
72 - 1379,67 + 105,55 - -
96 - 931,33 + 66,55 - -
120 - 1209,71 + 122,15 - -

Rompimiento de las emulsiones: soluciones acuosas

En la figura 40 se muestra la solucion acuosa obtenida luego de la ruptura de la

emulsion del control y el tratamiento con la mezcla de enzimas LiPp.

Figura 40. Solucién acuosa obtenida luego de la ruptura de la emulsién formada en el tratamiento con

la mezcla de LiPp.
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En la figura 41 se muestra la solucion acuosa obtenida luego de la ruptura de la

emulsion del control y el tratamiento con la mezcla de enzimas LACp.

Figura 41. Solucién acuosa obtenida luego de la ruptura de la emulsion formada en el tratamiento con

la mezcla de LACp.

Determinacion de la densidad de cada una de las muestras con y sin tratamiento

térmico

Una vez biotratadas las muestras de crudo se llevd a cabo la determinacion de su
densidad a partir del método de flotabilidad, en la figura 42 se muestra el momento en

el cual la gota de crudo queda suspendida en la solucién de NaCl.

Figura 42. Flotabilidad de una gota de crudo en una solucién de NaCl de concentracion conocida
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La expresion matematica para determinar la densidad es la siguiente:

m

D=me/*100%

P

Donde:
D: Densidad (g/mL)

mps: Masa del picnémetro con solucién salina (g)

mpy: Masa del picnémetro vacio (g)

Vp: Volumen del picnometro (mL)

Un cdlculo tipico para determinar la densidad de la muestra de crudo biotratada

durante 20 h con la mezcla de LACp es la siguiente:

. 28:4503g ~182014g

10,0741mL

D =1,0174g /mL

Medida de la densidad mediante el método de flotabilidad del crudo

Tabla N° 10. Peso y volumen de los picnémetros

Peso del picndmetro Volumen del
Picnémetro vacio pichémetro
(9) (mL)
1 18,20 10,07
2 17,73 10,03
3 17,95 10,04
4 19,17 10,10
5 19,29 10,00
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Tabla N° 11. Medida de la densidad y gravedad API de la muestra biotratada con

LACp y sometida a tratamiento térmico.

Muestra tratada con LACp sometida a tratamiento 350 2C

Peso del
picndmetro Densidad Gravedad
Tratamiento con Densidad | del crudo | Densidad API
soluciéon | del crudo API promedio | promedio
salina (g) (9/mL) (2API) (9/mL) (2API)
28,47 1,019 7,51
28,00 1,024 6,83
Control 28,21 1,022 7,05 1,023 £ 6,95 +
29,49 1,022 7,08 0,003 0,40
29,58 1,028 6,29
28,39 1,011 8,49
27,94 1,018 7,69 1,019 + 7,52 +
10h 28,17 1,019 7,52 0,004 0,58
29,50 1,023 7,00
29,53 1,024 6,88
28,45 1,017 7,72
27,95 1,019 7,53 1,020 + 7,39 +
20h 28,18 1,020 7,38 0,002 0,28
29,46 1,019 7,45
29,54 1,024 6,88
28,55 1,027 6,45
28,04 1,028 6,35 1,027 + 6,45 +
30h 28,25 1,027 6,47 0,005 0,06
29,53 1,026 6,54
29,57 1,027 6,46
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Tabla N° 12. Medida de la densidad y gravedad API de la muestra biotratada con

LiPp y sometida a tratamiento térmico.

Muestra tratada con LiPp sometida a tratamiento 350 2C

Peso del
picnémetro Densidad Gravedad
Tratamiento con Densidad | del crudo | Densidad API
solucién | del crudo API promedio | promedio
salina (g) (9/mL) (2API) (9/mL) (2API)
28,57 1,029 6,13
28,08 1,032 5,81
Control 28,30 1,032 5,86 1,031 + 5,90 +
29,59 1,032 5,83 0,001 0,12
29,61 1,031 5,89
28,52 1,024 6,87
27,99 1,023 6,97 1,026 + 6,56 +
10h 28,27 1,029 6,19 0,002 0,31
29,55 1,028 6,35
29,57 1,027 6,42
28,48 1,020 7,37
27,99 1,023 6,98 1,022 + 714 +
20h 28,21 1,023 7,02 0,001 0,14
29,49 1,022 7,11
29,51 1,021 7,21
28,48 1,021 7,29
27,97 1,021 7,20 1,022 + 711 +
30h 28,21 1,023 7,04 0,001 0,16
29,48 1,021 7,18
29,54 1,024 6,84
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Tabla N° 13. Medida de la densidad y gravedad API de la muestra biotratada con

LACpP y sin tratamiento térmico.

Muestra tratada con LACp sin tratamiento térmico

Peso del
picnémetro Densidad Gravedad
Tratamiento con Densidad | del crudo | Densidad API
solucién | del crudo API promedio | promedio
salina (g) (9/mL) (2API) (9/mL) (2API)
28,35 1,007 9,03
27,86 1,010 8,70
Control 28,08 1,010 8,72 1,009 + 8,83 +
29,34 1,007 9,04 0,001 0,17
29,40 1,010 8,67
28,31 1,003 9,58
27,83 1,007 9,07 1,005 + 9,29 +
10h 28,04 1,006 9,24 0,001 017
29,32 1,005 9,32
29,36 1,006 9,25
28,33 1,006 9,25
27,85 1,009 8,80 1,008 + 8,91 +
20h 28,08 1,010 8,70 0,002 0,20
29,34 1,008 9,01
29,39 1,009 8,79
28,34 1,007 9,12
27,84 1,008 8,94 1,008 + 8,97 +
30h 28,07 1,009 8,80 0,001 0,14
29,33 1,007 9,14
29,39 1,009 8,82
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Tabla N° 14. Medida de la densidad y gravedad API de la muestra biotratada con

LiPp y sin tratamiento térmico.

Muestra tratada con LiPp sin tratamiento térmico

Peso del
picndmetro Densidad Gravedad
Tratamiento con Densidad | del crudo | Densidad API
soluciéon | del crudo API promedio | promedio
salina (g) (9/mL) (2API) (9/mL) (2API)
28,57 1,029 6,19
28,06 1,030 6,03
Control 28,28 1,029 6,13 1,029 + 6,13 +
29,56 1,029 6,22 0,001 0,07
29,60 1,030 6,07
28,42 1,014 8,14
27,92 1,016 7,85 1,016 + 7,92 +
10h 28,14 1,016 7,95 0,001 0,13
29,43 1,016 7,90
29,47 1,017 7,76
28,40 1,012 8,41
27,91 1,015 8,07 1,013 + 8,24 +
20h 28,12 1,013 8,23 0,001 0,15
29,39 1,012 8,42
29,44 1,015 8,08
28,53 1,025 6,68
28,04 1,028 6,38 1,028 + 6,37 +
30h 28,26 1,028 6,33 0,001 0,19
29,54 1,027 6,39
29,60 1,030 6,07
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Porcentajes de Saturados, Aromdticos y Resinas obtenidos a partir de la

cromatografia de adsorcion y porcentaje de asfaltenos obtenidos mediante su

precipitacion por gravedad

En la figura 43 se muestran los resultados tipicos de composicion SARA reportados

en la literatura para varios crudos pesados venezolanos

Crudo % Sat. % Aro. % Res. % Asf.
Cerro Negro 13.5 414 32.3 13.1
Hamaca 13.8 458 27.8 13.0
Residual Maya 17.5 49.6 20.5 12.4
ﬁ;ﬁﬁ“al Hia 7.6 236 12,6 16.2

Figura 43: Composicion SARA tipica en varios crudos pesados y extrapesados

venezolanos y sus residuales

La expresion matematica para determinar las fracciones del SARA es la siguiente:

m;(g)

AR res

*100% 9)

Donde:
P, : Porcentaje de la fraccion i (%)

m; : Masa de la fraccion i (g)

m,, : Masa total de la muestra de crudo (g)
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A continuacién se muestra un calculo tipico para determinar las fracciones de
saturados de la muestra biotratada durante 20 h con LACp y sometida a tratamiento

térmico:

P,(%)= 0,0764¢ £100%
0,5589

P, (%) =13,67%

De igual forma se obtienen las demads fracciones de crudo aromdticos y resinas.

Tabla N° 15. Porcentajes de saturados de las muestras biotratadas con la mezcla de

LACpP (sin tratamiento térmico)

Peso de la muestra Peso del vial sin Peso del vial con
Muestra de crudo (g) saturados Saturados Saturados
(9) (9 (%)

1 0,5000 19,3384 19,4362 19,5689

Control 2 0,5000 19,3546 19,4540 19,8823
1 0,5046 19,1216 19,2021 20,3185

10h 2 0,5086 19,2376 19,2427 20,0282
1 0,5029 19,6207 19,7265 21,0285

20 h 2 0,5002 19,4401 19,4542 20,0853
1 0,5000 19,3964 19,4965 20,0371

30h 2 0,5000 19,0265 19,0315 19,0834
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Tabla N° 16. Porcentajes de aromdticos de las muestras biotratadas con la mezcla de

LACpP (sin tratamiento térmico)

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con
Muestra muestra de crudo Aromaticos Aromaticos Aromaticos
(9) (9) (9) (%)

1 0,5000 19,4705 19,6701 39,9123

Control 2 0,5000 19,2680 19,4658 39,5672
1 0,5046 19,3728 19,3778 40,0572

10h 2 0,5086 19,9357 19,9408 40,1238
1 0,5029 0,5029 10,5540 10,5590

20 h 2 0,5092 0,5092 10,9082 10,9133
1 0,5000 19,7430 19,7480 39,9514

30h 2 0,5000 19,7738 19,7788 39,8312

Tabla N° 17. Porcentajes de resinas de las muestras biotratadas con la mezcla de

LACpP (sin tratamiento térmico)

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con

Muestra muestra de crudo Resinas Resinas Resinas

(9) (9) (9) (%)
1 0,5000 23,2000 23,2802 16,0421
Control 2 0,5000 23,2744 23,3595 17,0154
1 0,5046 10,7492 10,8293 15,8837
10h 2 0,5086 10,6402 10,7218 16,0344
1 0,5029 19,3921 19,4692 15,3475
20 h 2 0,5092 19,4920 19,5094 15,2198
1 0,5000 19,9427 20,0228 16,0190
30h 2 0,5000 19,2013 19,2812 15,9829
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Tabla N° 18. Porcentajes de asfaltenos de las muestras biotratadas con la mezcla de

LACpP (sin tratamiento térmico)

Peso de la Peso del papel de | Peso del papel de
Muestra muestra de crudo filtro sin filtro con Asfaltenos
(9) Asfaltenos Asfaltenos (%)
(9) (9)

1 0,5000 0,6443 0,7191 14,9600

Control 2 0,5000 0,6214 0,6984 15,4000
1 0,5046 0,6299 0,7044 14,7641

10h 2 0,5086 0,6404 0,7072 13,1340
1 0,5029 0,6226 0,6913 13,6607

20h 2 0,5092 0,6367 0,7065 13,7077
1 0,5000 0,6429 0,7160 14,6200

30h 2 0,5000 0,6270 0,7036 15,3200

Tabla N° 19. Porcentajes de saturados de las muestras biotratadas con la mezcla de

LiPp (sin tratamiento térmico)

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con
Muestra muestra de crudo Saturados Saturados Saturados
(9) (9) (9) (%)

1 0,5320 19,8720 19,9824 20,7462

Control 2 0,5799 19,1739 19,2912 20,2271
1 0,5030 11,3892 11,4947 20,9838

10h 2 0,5066 11,4821 11,5858 20,4749
1 0,5031 10,8372 10,9516 22,7431

20h 2 0,5171 10,3874 10,4944 21,8463
1 0,5744 19,3724 19,4889 20,2819

30h 2 0,5551 19,8472 19,9629 20,8365
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Tabla N° 20. Porcentajes de aromdticos de las muestras biotratadas con la mezcla de

LiPp (sin tratamiento térmico)

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con
Muestra muestra de crudo Aromaticos Aromaticos Aromaticos
(9) (9) (9) (%)

1 0,5320 11,7721 11,9794 38,9582

Control 2 0,5799 11,2674 11,4936 39,0014
1 0,5030 19,3984 11,5942 38,9201

10h 2 0,5066 19,4628 19,6606 39,0438
1 0,5031 10,0037 10,2093 40,8732

20h 2 0,5171 10,0127 10,2213 40,3452
1 0,5744 11,3722 11,5907 38,0479

30h 2 0,5551 11,3542 11,5651 37,9875

Tabla N° 21. Porcentajes de resinas de las muestras biotratadas con la mezcla de LiPp

(sin tratamiento térmico).

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con

Muestra muestra de crudo Resinas Resinas Resinas

(9) (9) (9) (%)
1 0,5320 14,4622 19,5571 17,8456
Control 2 0,5799 18,9934 19,0980 18,0452
1 0,5030 12,1472 12,2344 17,3280
10 h 2 0,5066 12,4721 12,5585 17,0498
1 0,5031 11,3720 11,4524 15,9847
20h 2 0,5171 11,3876 11,4705 16,0349
1 0,5744 19,6425 19,7399 15,9847
30h 2 0,5551 19,9362 20,0308 16,0349
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Tabla N° 22. Porcentajes de asfaltenos de las muestras biotratadas con la mezcla de

LiPp (sin tratamiento térmico)

Peso de la Peso del papel de | Peso del papel de
Muestra muestra de crudo filtro sin filtro con Asfaltenos
(9) Asfaltenos Asfaltenos (%)
(9) (9)

1 0,5320 0,6450 0,7233 14,7180

Control 2 0,5799 0,6399 0,7256 14,7784
1 0,5030 0,6351 0,7026 13,4194

10h 2 0,5066 0,6311 0,7001 13,6202
1 0,5031 0,6113 0,6775 13,1584

20h 2 0,9171 0,6218 0,6915 13,4790
1 0,5744 0,6375 0,7188 14,1538

30h 2 0,9551 0,6322 0,7128 14,5199

Tabla N° 23. Porcentajes de saturados de las muestras biotratadas con la mezcla de

LACpP (con tratamiento térmico).

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con
Muestra muestra de crudo Saturados Saturados Saturados
(9) (9) (9) (%)

1 0,5589 19,0233 19,0997 13,6697

Control 2 0,5305 19,1537 19,2259 13,6098
1 0,5592 13,7644 13,8294 11,6237

10h 2 0,5499 10,0585 10,1239 11,8930
1 0,5678 19,0756 19,1586 14,6178

20h 2 0,5198 19,5165 19,5902 14,1785
1 0,5344 14,0236 14,0835 11,2088

30h 2 0,5116 14,3766 14,4376 11,9233
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Tabla N° 24. Porcentajes de aromdticos de las muestras biotratadas

LACpPp (con tratamiento térmico)

con la mezcla de

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con
Muestra muestra de crudo Aromaticos Aromaticos Aromaticos
(9) (9) (9) (%)

1 0,5589 19,4705 19,6175 26,3016

Control 2 0,5305 19,268 19,4099 26,7483
1 0,9592 10,9169 11,0569 25,0357

10 h 2 0,5499 14,2388 14,3624 22,4768
1 0,5678 19,9405 20,0945 27,1222

20 h 2 0,5198 19,3581 19,4942 26,1831
1 0,9344 9,9475 10,126 33,4019

30h 2 0,5116 10,0106 10,1912 35,3010

Tabla N° 25. Porcentajes de resinas de las muestras biotratadas con la mezcla de

LACpP (con tratamiento térmico).

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con

Muestra muestra de crudo Resinas Resinas Resinas

(9) (9) (9) (%)
1 0,9589 19,3046 19,4112 19,0732
Control 2 0,5305 19,2429 19,3672 23,4307
1 0,5592 23,2996 23,4964 35,1931
10h 2 0,5499 19,1481 19,3439 35,6065
1 0,5678 19,3046 19,481 31,0673
20 h 2 0,5198 19,2675 19,4298 31,2235
1 0,5344 10,0485 10,1532 19,5921
30h 2 0,5116 14,2757 14,3619 16,8491
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Tabla N° 26. Porcentajes de asfaltenos de las muestras biotratadas con la mezcla de

LACpP (con tratamiento térmico).

Peso de la Peso del papel de | Peso del papel de
Muestra muestra de crudo filtro sin filtro con Asfaltenos
(9) Asfaltenos Asfaltenos (%)
(9) (9)

1 0,5589 0,6540 0,7855 23,5283

Control 2 0,5305 0,6327 0,7595 23,9019
1 0,5592 0,6371 0,7810 25,7331

10h 2 0,5499 0,6444 0,7844 25,4501
1 0,5678 0,6460 0,7821 23,9697

20h 2 0,198 0,6254 0,7498 23,9322
1 0,5344 0,6183 0,7655 27,5449

30h 2 0,5116 0,6377 0,7728 26,4073

Tabla N° 27. Porcentajes de saturados de las muestras biotratadas con la mezcla de

LiPp (con tratamiento térmico).

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con
Muestra muestra de crudo Saturados Saturados Saturados
(9) (9) (9) (%)

1 0,6061 11,7793 11,8684 14,7005

Control 2 0,5899 11,8628 11,9481 14,4601
1 0,4724 10,7916 10,8703 16,6596

10h 2 0,6424 14,3751 14,4788 16,1426
1 0,5089 11,8889 11,9787 17,6459

20h 2 0,6555 11,7514 11,8695 18,0168
1 0,5771 19,1631 19,249 14,8848

30h 2 0,5542 19,1473 19,2343 15,6983
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Tabla N° 28. Porcentajes de arométicos de las muestras biotratadas

LiPp (con tratamiento térmico)

con la mezcla de

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con
Muestra muestra de crudo Aromaticos Aromaticos Aromaticos
(9) (9) (9) (%)

1 0,6061 14,6154 14,76798 25,1741

Control 2 0,5899 12,8774 12,9708 26,0047
1 0,4724 11,1564 11,2964 29,6359

10h 2 0,0424 14,4571 14,6628 32,0205
1 0,5089 10,7371 10,8894 29,9273

20 h 2 0,6555 14,2939 14,4878 29,5805
1 0,5771 19,7721 19,9197 25,5762

30h 2 0,5542 10,5634 10,7032 25,2256

Tabla N° 29. Porcentajes de resinas de las muestras biotratadas con la mezcla de LiPp

(con tratamiento térmico).

Peso de la Peso del vial sin | Peso del vial con

Muestra muestra de crudo Resinas Resinas Resinas

(9) (9) (9) (%)
1 0,6061 11,767 11,8798 18,6108
Control 2 0,5899 11,6579 11,7653 18,2065
1 0,4724 23,3159 23,4101 19,9407
10h 2 0,0424 23,5191 23,6358 18,1663
1 0,5089 11,7164 11,8115 18,6874
20 h 2 0,6555 11,7313 11,8566 19,1152
1 0,5771 13,613 13,7156 17,7785
30h 2 0,5542 10,6998 10,7942 17,0336
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Tabla N° 30. Porcentajes de asfaltenos de las muestras biotratadas con la mezcla de

LiPp (con tratamiento térmico).

Peso de la Peso del papel de | Peso del papel de
Muestra muestra de crudo filtro sin filtro con Asfaltenos
(9) Asfaltenos Asfaltenos (%)
(9) (9)

1 0,6061 0,6392 0,7767 22,6860

Control 2 0,5899 0,6322 0,7667 22,8004
1 0,4724 0,6317 0,7467 24,3437

10h 2 0,6424 0,6311 0,7847 23,9103
1 0,5089 0,6254 0,7306 20,6720

20 h 2 0,6555 0,6330 0,7640 19,9847
1 0,9771 0,6290 0,7514 21,2095

30h 2 0,5542 0,6311 0,7555 22,4467
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Finalmente los resultados de las fracciones de Saturados, Aromdticos, Resinas y

Asfaltenos se muestran en las siguientes tablas:

Tabla N° 31. Porcentajes de Saturados, Aromdticos y Resinas obtenidos en la

cromatografia de adsorcion para cada muestra de crudo biotratada con la mezcla de

enzima LACp y LiPp
LIGNINA
MUESTRA
CON TRATAMIENTO TERMICO
SAT AROM RES
COMPUESTO (%) (%) (%)
10 (h) 16,40+ 30,83+ 19,05+
20 (h) 17,83+ 29,75+ 18,90+
30 (h) 15,29+ 25,40+ 17,41+
CONTROL 14,58+ 25,59+ 18,41+
SIN TRATAMIENTO TERMICO
10 (h) 20,73+ 38,98+ 17,19+
20 (h) 22,29+ 40,61+ 16,01+
30 (h) 20,56+ 38,02+ 17,00+
CONTROL 20,49+ 38,98+ 17,95+
LACASA
CON TRATAMIENTO TERMICO
Compuesto SAT AROM RES
(%) (%) (%)
10 h 11,76+ 23,76+ 35,40+
20 h 14,40+ 26,65+ 31,15+
30 h 11,57+ 34,35+ 18,22+
Control 13, 64+ 26,53+ 21,25+
SIN TRATAMIENTO TERMICO
10 h 20,17+ 40,09+ 15,88+
20 h 21,01+ 42,83+ 15,28+
30 h 20,01+ 39,89+ 16,00+
Control 19,73+ 39,74+ 16,53+
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Tabla N° 32. Porcentaje de asfaltenos en las muestras biotratadas con LACp y LiPp

con y sin tratamiento térmico.

MUESTRA

LIGNINA
(%)

LACASA
(%)

SIN TRATAMIENTO TERMICO

10 (h) 13,52 +0,10 13,95 + 0,82
20 (h) 13,32 +0,16 13,68 + 0,02
30 (h) 14,34 + 0,18 14,97 + 0,35
CONTROL 14,75 + 0,03 15,18 + 0,22

CON TRATAMIENTO TERMICO

10 (h) 20,13 £0,22 21,60 +0,14
20 (h) 16,33 + 0,34 19,95 + 0,02
30 (h) 17,83 + 0,62 22,98 + 0,57
CONTROL 18,74 + 0,06 19,72 +0,19
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Destilacion simulada

Los siguientes resultados fueron obtenidos a partir de las muestras biotratadas por 20
h con la mezcla de enzimas Lac y LiP, asi como el control y a las cuales se les aplico

el tratamiento térmico

Tabla N° 33. Resultados del andlisis de destilacién simulada aplicado a la muestra de

CXP biotratado con LACp por 20 h y sometido a tratamiento térmico

Tratamiento con la mezcla de LACp
Corte Temperatura de Rendimiento
ebullicion (%)
(¢C)
Nafta IBP-200 -
Jet fuel 200-250 -
Diesel 250-350 5-11
Gasoleo de vacio 350-500 22 - 28
Residuo 500 °C+ > 500 63 - 69
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Tabla N° 34. Resultados del andlisis de destilacion simulada aplicado a la muestra de

CXP biotratado con LiPp por 20 h y sometido a tratamiento térmico

Tratamiento con la mezcla de LiPp
Corte Temperatura de Rendimiento
ebullicion (%)
(°C)
Nafta IBP-200 -
Jet fuel 200-250 1-4
Diesel 250-350 6-13
Gasoleo de vacio 350-500 16 - 22
Residuo 500 °C+ > 500 66 - 73
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Tabla N° 35. Resultados del andlisis de destilacion simulada aplicado a la muestra de

CXP control y sometido a tratamiento térmico

Control
Corte Temperatura de Rendimiento
ebulliciéon (%)
(°C)
Nafta IBP-200 -
Jet fuel 200-250 -
Diesel 250-350 6-12
Gasodleo de vacio 350-500 20- 26
Residuo 500 °C+ > 500 65 - 71
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