BIOMEJORAMIENTO DEL CRUDO
EXTRAPESADO CAMPO CARABOBO
MEDIANTE ENZIMAS EXTRACELULARES

DE HONGOS FILAMENTOSOS




* Puntos a tratar

= Planteamiento del problema
= Objetivos
= Propuesta biotecnologica







Planteamiento del problema

Demanda y reservas de crudo

m La creciente demanda mundial de combustibles (estimada en 520
millones de barriles de petrdleo para el ano 2007).

m El detrimento de los crudos livianos y la necesidad de explotar los
crudos extrapesados.

m Alrededor del 90% del crudo extrapesado (CXP) en el mundo esta
localizado en la faja petrolifera del Orinoco.




Planteamiento del problema ||

Propiedades del crudo extrapesado (CXP)

El CXP de la FPO posee un bajo valor comercial.
Contiene altas concentraciones de asfaltenos y resinas.
Posee heteroatomos, tales como: S, Ny O.

Posee metales pesados como Niy V.

m Estas propiedades adversas originan serios problemas operacionales
durante la extraccidn, transportacién y refinacion.
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Planteamiento del problema

Tecnologias de mejoramiento del CXP

m Los métodos convencionales de mejoramiento del CXP implican grandes
costos, son poco selectivos y altamente contaminantes (generan altas
cantidades de subproductos toxicos y contaminantes como el coque y el
azufre).

mEl uso de la biotecnologia como herramienta complementaria para
fortalecer las tecnologias productivas en la industria petrolera, permitiria
mejorar los crudos de la FPO y asegurar su desarrollo sustentable







Objetivos ||

* Objetivo General

Estudiar la bioquimica de las enzimas extracelulares de
los hongos filamentosos BM-02, BM-04, BM-36 y BM-




Objetivos ||

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.




Objetivos ||

Objetivos Especificos:

m Determinar las propiedades fisico-quimicas del crudo extrapesado
(densidad, composicion mediante el analisis SARA) antes y después
de aplicar el tratamiento biologico con las enzimas extracelulares de







Propuesta biotecnoldgica ||

¢Qué es la biotecnologia?

La biotecnologia es el uso racional de la naturaleza, donde se estudia y
aprovecha la biodiversidad y sus recursos genéticos para lograr un bien o
servicio para el hombre y el ambiente (Naranjo y col., 2007).

BIOTECNOLOGIA APLICADA AL PETROLEO




Propuesta biotecnoldgica |f

i Estrategia biotecnolégica écomo lograrlo?

Conversion enzimatica Parcial de Asfaltenos

Utilizando el Sistema Enzimatico Oxidativo de
Degradacion de Lignina (SEDL)
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éPor qué?

Hongos
degradadores
7 de lignina

Poseen un Unico
‘ y poderoso SEDL
no especifico y
extracelular

El SEDL incl n amplio rango de oxidorea
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Enzimas que oxidan una
gran diversidad de
sustratos organicos

(Ej. Lignina y HPAs, etc.)
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¢Por qué?

La lignina es un polimero heterogéneo, amorfo y altamente
ramificado muy similar a las moléculas de resinas y asfaltenos. Posee
un peso molecular entre 600-1000 kDa.

HD\ I}\J\F
. —0H )
Hat
¢ o lﬁ/ LIGNINA

ASFALTENO

S

0
\/\DH




Posible esquema de oxidacion del naftaleno

Sitio activo de la enzima

Molécula de
naftaleno oxidada







Revision bibliografica

Aspectos importantes relacionados al CXP

m Breve descripcion de la faja petrolifera del Orinoco (FPO)

La FPO esta considerada como la mayor acumulacion de petroleo
pesado y extrapesado en el mundo

Sus reservas en el sitio se estiman en 1,5 millones de millones de
barriles de crudo

Posee una superficie de 55.314 Km?

El campo tiene cuatro areas principales de produccion: Carabobo,
Ayacucho, Junin y Boyaca - ]
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, Km?
AREA TOTAL FAJA: 55.314

AREA ACTUAL EN EXPLOTACION: 11.593
AREA A CUANTIFICAR: 18.220

AREA REMANENTE:(Parque
Nacional y Areas Reservadas) 23.301

(Potella y Quiroz, 2006) RioOrinoco
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Reservas de crudo a nivel mundial y en Venezuela
|

Al incluir la Faja del Orinoco,

{MMMBIs f&T&B'A SAUDITA f% Venezuela poseera la mayor
KUWAIT o4 acumulacion de hidrocarburos
ABU DHABI 92 liquidos a nivel mundial
IRAN 90

QATAR 4

313 Faja del Orinoco
236 (A ser cuantificadas)
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* Evaluacion de las propiedades de un crudo

La densidad (mejor indicador para evaluar el
valor del recurso)

Propiedades Fisicas
La viscosidad (propiedad que mas afecta la
produccion)

Analisis SARA

Saturados, .

SATURADOS
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Asfaltenos

Los asfaltenos se definen de acuerdo a su solubilidad y no por su
estructura. Son la fraccion del petréleo de mayor polaridad y mayor peso
molecular (600-1500 Da).
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Asfaltenos: Problemas en la industria

Los asfaltenos generan diversos problemas en el manejo del CXP:

Taponamiento en equipos







Antecedentes I

Aislamiento de hongos autdctonos con potencial
enzimatico en el mejoramiento de los CXP de la FPO

Naranjo y Leon colaboradores ==>> 2007

“Isolation of autochthonous non-white rot fungi with potential for
enzymatic upgrading of Venezuelan extra-heavy crude oil “(Biocatalysis and
Biotransformation)




Antecedentes I

Aislamiento de hongos autdctonos con potencial
enzimatico en el biomejoramiento de CXP de la FPO

Naranjo y Ledn colaboradores =D> 2007

Conclusiones:

m Ensayos fenotipicos revelaron la capacidad de estos hongos
filamentosos para sintetizar EOE sugiriendo asi una relacion entre el







Metodologia

Hongos seleccionados

Se seleccionaron los hongos: BM-02, BM-04, BM-36 y BM-39

m Mantenimiento y crecimiento de los hongos provenientes del Banco de
Microorganismos de la Unidad de Biotecnologia del Petroleo (IDEA)

Medio de cultivo




Metodologia

Caracterizacion fenotipica

Capacidad de crecimiento de los hongos empleando diversos HPAs
como Unica fuente de carbono y energia

Naftaleno DBT Fenantreno

Dibenzotiofens Fenanirano
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Resultados y Discusion

como unicas fuentes de carbono y energia.

| Crecimientos de los hongos usando HPAs y CXP

Hongo BM-02 Hongo BM-04




Resultados y Discusion

Crecimientos de los hongos usando HPAs y CXP
como Unicas fuentes de carbono y energias

Hongo BM-36 Hongo BM-39




Resultados y Discusion

Crecimientos de los hongos usando HPAs y CXP
como unicas fuentes de carbono y energia.

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




Resultados y Discusion

Produccion de EOE por cada hongo mediante el
ensayo colorimétrico con ABTS

BM-02

» Sin coloracidn (-): Control (-)

> Coloracion baja (+): BM-02




Metodologia

Produccion de Enzimas Oxidativas Extracelulares

(EOE)

Placas de masa

Cx +1%
Afrecho




Metodologia

Estudios Enzimaticos

| Muestra
Buffer
— ‘
pH adecuado Sustrato
ey

Espectrofotometro Lambda 35 UV/VIS

U
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Metodologia

Estudios Enzimaticos
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Resultados y Discusion

Actividad LACp inducida en afrecho y CXP como
unicas fuentes de carbono y energia.

AFRECHO

M BM-04

[ Control y
otras
especies

AD ENZIMATICA (U/mg)

CRUDO EXTRA-PESADO

' | BM-02
I BM-04 j
B BM-36
' | BM-39
M control




Resultados y Discusion

Actividad de LIPp y MnPp inducidas en CXP
como unica fuente de carbono y energia

Actividades LIPp Actividades MnPp

' | BM-02

Il BM-04
30007 m BM-36

' | BM-39
B control
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Resultados y Discusion

Determinacion de las mejores condiciones de
incubacion, hongos y enzimas.

Afrecho
CXP

CXP




Metodologia

Liofilizacion, tratamiento enzimatico del CXP y
ruptura de la emulsion

Crecimiento de los Preparacion de la Inéculo de las i Condiciones de crecimiento
hongos en placas de pemulsién cepas en 1% CXP, Fermentacion (250 rpm a 30 °C)

masa Afrecho




Metodologia ||

Determinacion de las propiedades fisico-quimicas
del CXP

Medicion de la Gravedad API

W Flotabilidad del Crudo (Método IDEA, 2007)
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Determinacion de las propiedades fisico-quimicas
del CXP

Gravedad API LACp

LACp LACP" * Con tratamiento térmico 350°C
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Resultados y Discusion

Determinacion de las propiedades fisico-quimicas
del CXP

Gravedad API LiPp
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* Con tratamiento térmico 350°C
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Gravedad API (°API)

o N B (2] (0]
2 g 2 g g

Control 10 20 30
Tiempo (h)

En este biotratamiento sometido o no a tratamiento térmico no se
pudo obtener un crudo con una gravedad mayor 10 °API




Metodologia ||

Composicion: Analisis SARA (ASTM- D-4124-01)

mEl andlisis SARA es la forma mas comun de lograr fracciones
representativas del petroleo

Se anadid n-hexano a la muestra de
Muestra - crudo, se agitd y se dejo en reposo
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Precipitacion de asfaltenos

Sin tratamiento térmico:
LACp

1 » Conversion de asfaltenos
LACp mayor 1 % hasta las 20 h de
l tratamiento con LACp.

21 -

Con tratamiento térmico:

de Asfaltenos

» Produccion de asfaltenos
alrededor del 2 % en las
muestras biotratadas con

LACP
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Precipitacion de asfaltenos

Sin tratamiento térmico:
91 LiPp
> Conversion de asfaltenos
mayor 1 % hasta las 20 h de

17 tratamiento con LiPp

LiPp

Con tratamiento térmico:

e de Asfaltenos

» Conversion de asfalter
mayor 2 % a las 20 |
tratamiento con LiFPp.
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Cromatografia de Adsorcion

Muestras de CXP biotratadas con LACp sin tratamiento térmico
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Cromatografia de Adsorcion

Muestras de CXP biotratadas con LiPp sin tratamiento térmico

I:I SAT LiPp

. AROM LiPp
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Resultados y Discusion |

Cromatografia de Adsorcion

Muestras de CXP biotratadas con LACp y tratamiento térmico
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Resultados y Discusion |

Cromatografia de Adsorcion

Muestras de CXP biotratadas con LiPp tratamiento térmico

D SAT LiPp

. AROM LiPp

. RES LiPp a
30 - ﬁ ﬁ

35 -
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Destilacion Simulada

El analisis de destilacion simulada (Norma ASTM D 7169-05) fue aplicado
a las muestras de crudo biotratadas durante 20 h y sometidas a tratamiento
térmico

Conversion
%)

Residuo 500 °C+




Destilacion Simulada

Resultados y Discusion

Corte Temperatura de Produccion de
ebullicion combustibles
(¢C) (%)
Nafta IBP*-200
Jet fuel 200-250 -
Diesel 250-350 -
Gasoleo de vacio 350-500 5-15




Destilacion Simulada

Corte

Temperatura de

ebullicion
(¢C)

Resultados y Discusion |

Produccion de
combustibles
(%)

Nafta

|IBP*-200

Jet fuel

200-250

Diesel

“IBP: Initial Boiling Point

250-350




CONCLUSIONES

Quedo demostrado el potencial de bioconversion de la
mezcla de enzimas LACp sobre el CXP.

Se logro la conversion del residuo 500 °C+ (2-10 %) en la
muestra de CXP tratada con la mezcla enzimatica de LACp.

Se obtuvo una ganancia total de combustibles (fuel gain)
del 2-10 % en la muestra de crudo tratada con la mezcla
enzimatica de LACp.

En este trabajo de investigacion se observaron cambios
leves de gravedad API, conversion de asfaltenos y
contenido de saturados, aromaticos y resinas de los
crudos biotratados con la mezcla de enzimas LACp y LiPp



CONCLUSIONES

> Las muestras biotratadas con la mezcla enzimatica de LACp
presentaron un incremento de la gravedad API con respecto al
control.

> La mezcla de enzimas de LiPp no logro convertir el residuo
500 °C+ de la muestra de CXP.




CONCLUSIONES

> La caracterizacion fenotipica es un método sencillo que
permitio identificar a los hongos con capacidad de producir
EOE y utilizar HPAs y CXP como unicas fuentes de carbono y
energia.




RECOMENDACIONES

> Se recomienda aumentar la escala del proceso de
bioconversion del CXP a 500 g o mas. De esta forma se podrian
obtener mas y mejores resultados analiticos.




RECOMENDACIONES

» Se recomienda disminuir el contenido de sales presentes en el
buffer empleado para resuspender las enzimas e iniciar el
tratamiento del crudo, con el fin de optimizar los procesos de
bioconversion.










en la molécula hipotéetica de asfalteno

| Regiones susceptibles a la ruptura y bioconversio




Esquema tipico de destilacion

CRUDO
DESTILACION ATMOSFERICA
. . Residuo
Residuo Sitsrggsferlm ST
- : >704°C
DESTILACION AL VACIO
Residuo de vacio
>538°C
|
DESTILACION
NO CONVENCIONAL
|BP-129°C 129-221°C 221-343°C 343-454°C 454-538°C 538-621°C 621-704°C
Imfg:; Nafta Gasoil Gasoil vacio Gasoil vacio Gasoil vacio xp  Gasoil vacio sp

pesada atmosférico liviano pesado
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+ Posibles mecanismos de bioconversion de asfaltenos

m Mecanismo y posible orden de bioconversion:
O Los asfaltenos son considerados compuestos resistentes a la

= Hidrocarburos
: M, 1 C

La bioconversion de HPAH pueden
HPA ocurre inhibir la
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Revision bibliografica

Tecnologias actuales de mejoramiento de CXP y residuos
de vacio

m Coquificacion Retardada (CR)
El proceso alcanza una conversion del 30%. Produccion CS (19-25 ©API)

m Viscorreduccion
Tipicamente el proceso alcanza una conversion a gas, nafta, destilados y

ol oil de N0/




Biodegradacion del pireno por microorganismos de
suelos contaminados por hidrocarburos
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