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RESUMEN

El presente articulo provee un panorama general de la situacién de la biotecnologia actual y su futuro impacto en
la industria de la refinacién del petréleo. La refinacién del petréleo presenta actualmente varios retos como son la
disminucién de las reservas petroleras, los precios variables del crudo, el aumento en la demanda de combustibles
limpios y petroquimicos asi como una normativa internacional mas estricta para la conservacién del medio ambiente.
Estos retos persistirdn y se intensificaran en los préximos anos. El éxito de la biotecnologia en otras ramas industri-
ales motivé la investigacion en biotecnologias aplicadas a la industria de la refinacién como una tecnologia
complementaria o alternativa en la resolucién de los mencionados retos y necesidades. Se revisaron los Gltimos
avances en las tecnologias de biorefinacién entre ellos la desulfuracion, la desnitrogenacion y el mejoramiento del
petréleo. Se identificaron asimismo los principales factores que dirigen o restringen la investigacién y desarrollo
tecnolégico en la biorefinacién del petréleo y finalmente, se propone una prospectiva tecnolégica de la investigacion
futura en este campo.
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ABSTRACT

Biotechnology and Its Impact on the Petroleum Industry. This paper comes out from the need to provide a
general overview of the current biotechnology situation and its future impact on the petroleum industry. This
important industrial sector already encounters challenges as the decreasing oil reserves, the fluctuating oil prices,
the increasing demand of petroleum, fuels and petrochemicals and finally more strict environmental regulations.
These challenges will persist and strengthen in the following 25 years. Biotechnology has a long-way overcome
since the 1950’s and today impacts different industrial sectors as food, pharmaceutics, medicine, agriculture,
textile, etc. Because good experiences of the above industries, petroleum industry interests now in biotechnology as
an alternative technology to resolve the challenges and needs of this worldwide important sector. We described
throughout the paper the main factors that drive or restrain research and development (R&D) in biological processes
applied to petroleum industry. We propose also a prospective of the biotechnology incidence to the petroleum
sector. Moreover, we identified several challenges and opportunities, where R&D in petroleum biotechnology will

play an important role to surmount the future industrial needs.
Keywords: technology prospective, biotechnology, oil industry, biorefining

Introduccién

Labiotecnologia, vistacomo un conjunto de tecnol o-
gias enfocadas a la produccién de bienes y servicios
por medio de sistemas hi ol 6gicos o sus productos, se
encuentra presente en lavida diaria. El progreso tec-
nolégico derivado de la modificacion del acido
desoxirribonucleico (ADN) permitié laindustrializa-
cién de nuevos procesos en ramas tan diversas como
laagroalimentaria, farmacéutica, agroquimica, ambien-
tal y quimica(Tablal). El descubrimiento de diversos
microorganismos capaces de utilizar al petréleo, gas
natural y derivados como substratos en sus procesos
metabdlicosorigind e interéseinvestigacion enlarama
energética. Labiotecnologiadel petréleo serefiereen-
tonces a la aplicacion de procesos biol 6gicos o pro-
ductos en las diferentes actividades de la industria
petrolera: exploracion, produccion, refinacion,
petroquimicay medio ambiente.

Lainvestigacion y el desarrollo tecnoldgico en la
industria petrolera esta controlada por varios
impul sores claves como son: el incremento en lapro-
duccion de crudo pesado, el crecimiento delademan-
da de combustibles, |a necesidad de aumentar la
recuperacion secundariay terciariade petroleo, labls-
gueda de margen de ganancia atractivo y el cumpli-
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Tabla 1. Investigacién actual y futura en biotecnologia
del petréleo y dreas relacionadas [1]
Alimentos para consumo humano y animal
Produccién de cultivos
Produccién animal
Salud humana y animal
Petréleo
Recuperacién microbiana mejorada de petréleo
(MEOR por sus siglas en inglés)
Combustibles limpios
Biodesintegracién de petréleo
Productos biotecnolégicos (Agentes tensioactivos,
polimeros)
Biopetroquimicos
- Contaminaciéon
Biodegradacién de residuos agricolas, pecuario y
urbanos
Biorremediaciéon de suelos y acuiferos contaminados
Biotratamiento microbiano de metales y efluentes
Biotratamiento de efluentes liquidos, sélidos y
gaseosos
- Energia
Produccién de biocombustibles (Biodiesel, alcohol,
biogas, hidrégeno)

So o oo o
oo o e o

RS
o<

miento de normas ambientales més severas. En el caso
particular de México, se adicionan otros impulsores
como el mejoramiento del procesamiento del crudo
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pesado de tipo maya, la explotacion de yacimientos
detipo fracturado, el impulso de larama petroquimica
asi como lalimpiezade suelosy acuiferos contamina-
dos por las actividades petroleras.

La industria petrolera se interesa entonces en la
biotecnologia como una alternativa que le permita
afrontar |os retos anteriores sobre la base de la gran
versatilidad del metabolismo microbiano y su habili-
dad intrinseca paratransformar substratos complejos
en condiciones ambientales extremas, por gemplo,
temperatura, presion, salinidad, acidez, alcalinidad y
medios hidrofébicos. Diversos bioprocesos son in-
vestigados como tecnologias complementarias en la
refinacion del petroleo para reducir los costos de in-
versién y proceso asi como superar las barreras tec-
nolégicasen & mejoramiento del petréleoy gas(Figura
1) (Tabla 2). Sin embargo, los resultados no han sido
del todo exitosos debido a escepticismo, falta de
financiamiento, competitividad, relacion costo/bene-
ficioy paliticas gubernamental es.

Labiodesulfuracion de gasolinay diesel fue consi-
derada por €l departamento de energia de los EE.UU
(DOE) en €l afio 2000, unaimportante areade inves-
tigaciony desarrollo tecnolégico (I y DT) amedianoy
largo plazo en el mapatecnol 6gico delaindustriape-
trolera (Tabla 2). Cabe mencionar que no se sefial 6 el
potencial delabiotecnologiaen el mejoramiento bio-
l6gico del petréleo. Consecuentemente este estudio

Progreso tecnolégico
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- Desulfuracién no especifica

heY
hY
.
~
S
~

Fase embrionaria
de la bioremediacién
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presentalasituacion actual, losretos tecnol égicos, los
hitos y las oportunidades de investigacion y desarro-
I1o tecnol 6gico en labiotecnol ogiadel petréleo, espe-
cialmente delabiorefinacion. Finalmente, este estudio
estadirigido alos centros de investigacion, universi-
dades y compafiias petroleras interesadas en la
planeacion de la | y DT en biotecnologia para los
préximos afios[1, 2].
Biorefinacion
El petrdleo crudo esunamezclacomplejade hidrocar-
buros (parafinas, naftenosy aromaticos) que debe ser
procesado en productos de mayor valor agregado ta-
lescomo el gaslicuado de petrdleo (GLP), lagasolina,
el diesel, disolventes, el queroseno, destilados me-
dios, €l aceite residual y el asfalto. El proceso de
refinacién comprende larealizacién de varias opera-
cionestérmicasy cataliticas paraconvertir alasmolé-
culasdelafraccion pesadaen mol éculas més pequefias,
Ilamadas fraccionesligeras, quetienen unamenor tem-
peratura de destilacion [3]. El azufre, nitrégenoy al-
gunos metalescomo € niquel y e vanadio se concentran
principalmente en la fraccion pesada del petréleo y
tienen unamayor resistenciaalos procesos quimicos
convencionales, razones que dificultan su eliminacion
de los productos petroliferos.

Labiorefinacion del petréleo, esdecir laaplicacion
debiotecnologiasen € fraccionamiento y mejoramiento

Fase de madurez de la biotecnologia
* Conversioén biocatalitica especifica
* Procesos a condiciones ambientales
* Bajo consumo de energia
* Refinacién in situ
* Biorremediacién in situ
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Figura 1. Progreso tecnolégico de la biotecnologia del petréleo.
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del mismo, puede contribuir alareduccién delaconta
minaciény del consumo de energiay alaobtencion de
productos de mejor calidad. Labiorefinacion no esun
concepto nuevo, por gjemplo British Petroleum (BP)
produjo en los afios 60 la proteina unicelular como
unarespuesta alafalta de demandade parafinas para
laindustria petroquimica[4].

En la actualidad se considera que la industria mo-
dernade larefinacion enfrentadosimpul sores claves:
el endurecimiento delas normas ambientalesy ladis-
minucién lenta pero constante de | as reservas de cru-
doligero. El primero limitael contenido de compuestos
azufrados en combustibles asi como laemisidn de 6xi-
dosdeazufrey nitrégeno. El segundoimpulsor obliga
amejorar |os sistemas de refinacion debido aunama-
yor alimentacion de petréleo pesado, rico en
asfaltenos, metales, azufre y nitrogeno que disminu-
yen la eficiencia de los diferentes procesos en la
refinacion del petroleo.

Eliminacién de azufre

El azufrey €l nitrégeno representan |os mayores com-
ponentes del petréleo que contribuyen ala contami-
nacién del aire, la lluvia &cida, la corrosiéon de
infraestructura 'y al envenenamiento de los cataliza-
dores. En efecto, lacombustién de diesel de alto con-
tenido en azufre no altera significativamente la
emision de hidrocarburos al ambiente pero aumenta
laemisién de Oxidos de azufrey duplicalade 6xidos
denitrégeno. LaAgenciade Proteccién Ambiental de
los EE.UU. (USEPA) propuso en su Tier 2 Act un
limite maximo de 15 ppm parael contenido de azufre
en diesel para el afio 2006 en contraste con las 500
ppm permitidas hoy en dia[5]. Asimismo, el conte-
nido de azufre en lamezcla de gasolina convencional
y reformulada deberadisminuir de 300 asolo 80 ppm.
En consecuencia, los refinadores de petroleo estan
enfrentados al problema de la eliminacion de azufre
del petréleoy sus productos mediante el desarrollo o
adopcion de tecnologiasinnovadoras.

El procesamiento convencional del petréleo emplea
lahidrodesulfuracién (HDS) parareducir simultanea-
mente el contenido de azufre y nitrégeno con la pro-
duccion de acido sulfhidrico y amoniaco y satisfacer
lanormativaactual de 500 ppm en diesel automotriz.
Unadesulfuracién profunda (deep HDS) que reduzca
el nivel de azufre a menos de 200 ppm necesita el
empleo de condiciones de reaccion mas severas: una
temperatura entre 265 y 425 °C, una presion de 75-
100 kg/cm? e hidrégeno (290-1260 scf/bbl); lo que
incrementalainversiony el costo de proceso[3, 6, 7].
El catalizador asimismo debe ser constantemente re-
emplazado debido aladisminucion de su estabilidad y
actividad por envenenamiento con los compuestos
azufrados, nitrogenados y los metales.

Philipps Petroleum desarroll 6 recientemente una
tecnologiabasada en la adsorcién de azufre (S-Zorb)
que le permitié reducir el contenido de azufre a 10
ppm con un costo de 0,9-1,2 centavos de ddlar por
galén. Sin embargo, la tecnologia se aplica actual-
mente solamente a gasolina debido a su contenido en
compuestos azufrados de menor peso molecular del
tipo de mercaptanos y tiofenos que son mas
reactivos. Unipure Corp. y Texaco desarrollaron otra
tecnologiaalternativa basada en laoxidacion de azu-
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Tabla 2. Biotecnologias relacionadas a la industria de la refinacién del petréleo [1]

Plataforma petrolera

Tecnologia

Organizaciéon

Financiamiento/pais

Biorefinaciéon

Biodesulfuraciéon
microbiana
de petréleo

Enchira (formerly Energy
BioSystems Corp.)/Dep.
of Energy (DOE)

Petroleum Energy
Center of Japan (PECJ)/
King Abdulaziz City

for Science and
Technology (KACST)
Petro Star/Enchira
Biotechnology Corp

Paques Bio Systems
BV/Shell International
Qil Products

Mexican Petroleum
Institute (IMP)

PUblico& recursos
propios/EUA

Publico &
privado/Japén-Arabia
Saudita

Privado/EUA

Privado/Paises Bajos

Pablico/México

Biodesulfuraciéon
con la utilizacién
de enzimas

Institute of
Biotechnology
(IBT-UNAM)/IMP
Idaho National Eng.
& Environmental
Laboratory/Texaco

Pablico/México

Publico & privado/EUA

Desulfuracién/
desnitrogenacién
por adsorbentes
poliméricos selectivos

IMP/IBT-UNAM/Institute
of Food Research
(Norwich)

SK Corp.

Publico/
México-Reino Unido

Privado/Corea

Biodesnitrogenacién

Institute of Gas
Technology/ Petrobras
R&D

University
of Alberta-Syncrude

IMP

Publico & privado
/EUA-Brasil-Univ.
Federal do Rio
de Janeiro
Publico
y privado/Canada
Publico/México

Biodesintegracién del
petréleo

Oak Ridge National
Laboratory/Chevron/Phi-
llips/Texaco

Lawrence Berkeley
National Laboratory/BP
Amoco/Chevron/Natural
Gas Center/ Texaco

IMP

Publico & privado/EUA

Publico & privado/EUA

Publico/México

fre enlainterfase de una emulsién petréleo/agua con
un agente oxidante como peroxido de hidrégeno. El
principal inconveniente fue la necesidad de romper
la emulsion para recuperar la fraccion de petréleo
desulfuraday lafraccién acuosaricaen compuestos
azufrados oxidados.

Las tecnologias convencionalesy alternativas men-
cionadas permitieron alcanzar un contenido de azufre
de 10 ppm en los combustibles, pero estan dirigidas
en general a tratamiento de cargas provenientes de
petroleo ligero con un menor contenido de azufre, ni-
trégeno y metales. Sin embargo, el contenido de azu-
fre en el petréleo se incrementara en los proximos
afos como resultado de una mayor produccion de
petréleo pesado, y serdun gran problema para M éxi-
o cuyas principal es reservas estan formadas por cru-
do maya pesado (Figura 2). Las tecnologias de
hidrotratamiento y S-Zorb requeriran en algunos ca-
sos de unamayor alimentacion de hidrégeno, un cata-
lizador maés activo y estable asi como de mayores
temperaturas. Por otra parte, lastecnol ogias de oxida-
€ion no son selectivasy necesitan grandes vol Umenes
de agua, aproximadamente entre un 65y 69% para
formar la emulsion agua-petréleo. Ademas, los
refinadores estaran afrontados a la adopcion de una
tecnol ogiade desul furacion asi como alaremodelacion
delas plantas existentes [6, 7].

Biotecnologia Aplicada 2003; Vol.20, No.1
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Ladesulfuracion bioldgica (BDS) de combustibles
esotratecnologia alternativaalaHDS que se conoce
desde 1930. Lainvestigacion desarrolladaen BDSy
biodesnitrogenacion (BDN) en la década de los afios
70y 80 no interesd alaindustria petroleraya que se
obtuvieron combustibles de bajo indice de octano de-
bido a la degradacion de los hidrocarburos por via
anaerdbica[8] o aerébica[9]. Estos microorganismos
no pueden utilizarse en el procesamiento del petréleo
pero son importantes parala biorremediacion de sue-
losy acuiferos, Laviamicrobianaselectivade elimina
cion de azufre (via4S) delos compuestos del petréleo
fue descubiertaen 1978y abrid nuevas oportunidades
para la biotecnologia en la produccién de combusti-
bles|impios debido aque no afecté significativamente
el valor calérico[10]. Laindustriapetrolerano mostro
interés en su momento debido ala mayor flexibilidad
delasnormas ambientales, |as altasreservas de crudo
ligeroy labuenarentabilidad delos procesos conven-
cionales. No obstante, |a década de|os afios 90 marcod
un escenario diferentequeincentivélal y DT enBDS
en universidades e industrias. L os hechos fundamen-
tales de estos afios fueron: el endurecimiento de la
normativa ambiental en EE.UU. y Europa, €l incre-
mento de lademandade combustibles, ladisminucion
paulatina de las reservas de crudo ligero y la explota-
cion de yacimientos de petrdleo pesado y tierras
bituminosas ricas en azufre y nitrégeno.

Notables avances en BDS fueron al canzados en esta
Ultima décaday extensivamente revisados en lalitera-
tura[11-14]. Se descubrieron nuevas cepas especificas
de azufre, por ejemplo, Brevibacterium [15],
Pseudomonas[16], Gordona[17], Rhodococcus|9, 18-
20,13] basadas en unaviadesulfurizante 4S consisten-
te en dos monoxigenasas FMNH_-dependientes, una
Desulfinasay unaFlavin reductasa NADH-dependiente.
L os operones que codifican para estas enzimas y para
unaFlavin reductasade Paenibacillus polymyxa fueron
aislados, caracterizados, clonados, mutados, sobre ex-
presados y recombinados [21-26].

Las monoxigenasas DszC y DszA muestran la pre-
senciade iones metalicos en su centro activo pero ain
no se hadado aconocer laestructuracristalinacomple-
ta. Estas enzimas son activas frente a compuestos
refractariosalaHDS como el dibenzotiofeno (DBT) y
los derivados metilados (C;-DBT) y en menor grado
frente alas molécul as altamente al quiladas (C,-DBT).
Lavia4Sesun sistemade 4 enzimas con requerimiento
de cofactoresquelimitan laBDSal uso de célulascom-
pletaso extractoscelulares. Sinembargo, sehaal canza-
do una eliminacion de hasta el 70% de azufre para
soluciones modelo de DBTsy diesel [11, 20, 13, 27].

El bioprocesamiento de los combustibles serealiza
regularmente en unaemulsion del petrolifero en agua
paramantener laviabilidad microbianay su actividad.
Lareaccion de oxidacion se realiza en €l citoplasma
por lo que se requiere del transporte de los DBTs del
petrolifero alacélula. Estefendmeno no se haelucida-
do compl etamente pero existe la conviccién que Rho-
dococcus asimila a los DBTs directamente del
petrolifero graciasalahidrofobicidad de su membrana
[14] o por intermedio de un agente tensi oactivo biol 6-
gicodesdelafaseacuosa[13, 18].

En efecto, resultados preliminares del Oak Ridge
National Laboratory mostraron que laproduccion deun
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Figura 2. Contenido de azufre en petréleo de 1990 a 2005.

agentetensioactivoy lahidrofobicidad delapared celu-
lar de Rhodococcus sp. formaron una emulsion agua-
hexadecano con unatension superficial delafaseacuosa
de 35 dyn/cm comparada con los 58 dyn/cm logrados
por E. coli [29]. Ademas, se conoce queciertas cepasde
Pseudomonas producen agentes tensioactivosy tienen
una alta resistencia a disolventes (log P de 3,1 a 3, 4]
atribuido alarigidez de su membranay aun flujo activo
dedisolvente en las células[30]. Esto permiti6 disefiar
varias Pseudomonas recombinantes que incorporaron
losgenes dedesulfuracion [23, 11], por iemplo, unaP.
aeruginosa EGSOX recombinante desulfurael 95% de
una solucién que contiene 6,4 ppm de azufre (37 ppm
de DBT) en 24 h con laacumulacion de un bactericida
conocido, € hidroxibifenilo (HBP). Laexpresiéndelas
enzimas Dsz (Cy A) de R. erythropolisy una Flavin
oxidoreductasa de Vibrio harveyi en una E. coli
recombinante permitié incrementar la eliminacion de
DBT sin acumulacion de HBP [25]. Un estudio finan-
ciado por e Japan Cooperation Center Petroleum (JCCP)
utilizo restos celulares de una cepa termdfila de
Mycobacteriumphlel WU-F1 paracatalizar laoxidacién
completa de 149 ppm de DBT (26 ppm de azufre) en
90 min a50 °C [31]. No obstante, la aplicacion indus-
trial de la BDS requiere tratar destilados intermedios
con un contenido de azufre entre 200 a 500 ppm, es
decir, hasta dos 6rdenes de magnitud mayor alosdescri-
tos anteriormente. Los principales retos son labagjave-
locidad de reaccion, la cantidad de agua empleada, la
amplia gama de substratos azufrados y la inhibicion
celular por substratos o metabolitos.

El uso de sistemas enziméticos aisdados en laBDS
tienelaventajade requerir cantidades minimas de agua
0 aun funcionar en condiciones anhidras como las que
se encuentran en los disolventes organicos o los com-
bustibles. La desulfuracion enzimética tiene al menos
tresventajas con respecto alautilizacién de microorga
nismo completos o resto celulares: presentan actividad
catalitica a baja o nula actividad acuosa (Aw), presen-
tan unamayor estabilidad termomecanicay tienen mi-
nimos problemasdetransferenciade masa[32]. Ademés,
existen enzimas oxidasas, muchas de ellas sin requeri-
miento de cofactores, con una alta actividad y amplia
especificidad. Los hidrocarburos policiclicos arométi-
cos (HPASs) presentes en €l petroleo son substratos de
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varias cepas de hongos a través de enzimas del tipo
peroxidasay lacasa[33-35]. Laoxidacion delosHPAs
seredlizaindirectamente atravésdelosradicales gene-
rados por la lacasa que actUan como mediadores de
oxidacion, por gjemplo, laaniling, lametionina, el acido
2,2' azino-bis(3-¢tilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)
y e 1-hidroxibenzotriazol (HBT). El DBT es oxidado
por una lacasa fungica en presencia de un exceso de
ABTS o0 HBT con unavelocidad de reaccion muy baja
paraser consideradaen un proceso de desulfuracion de
diesdl (ViniegraG 2002.Comunicacion personal). Otra
manera es el empleo de la enzima Cloroperoxidasa
(CPO) de Caldariomycesfumago como catalizador de
la oxidacion de los compuestos organoazufrados pre-
sentes en diesel seguido de una destilacion a 325 °C.
Con este procedimiento se obtuvo unaeliminacion del
83% delos compuestos organoazufrados [36, 37]. Re-
cientemente, un sistemabasado en laoxidacion deDBT
por citocromo C y laadsorcion delaDBTS en tierras
de diatomeas permiti6 reducir mas del 80% del azufra-
doinicial [38]. Si bienlaactividad especificaa30°C es
aln baja(44e-6 min), laoxidacion biocataliticade DBT
a80°C con & empleo de un citocromo C modificado
permitié aumentar la actividad a 4,7 min™ [39]. Por
otro lado, los materiales biomiméticos con reconoci-
miento molecular especifico han logrado disminuir en
18% el contenido de DBT de una solucién modelo de
640 ppm de azufre a 30 °C [40]. Lainvestigacion en
esta dreadel estampado molecular (molecular imprin-
ting) se encuentraaln en sufase embrionariapor lo que
no se prevé su aplicacion industrial antes del 2005.

Un proceso industrial basado en la BDS requiere
menos energiay generaunacantidad de CO, del orden
del 20 a 27%, menor comparado con laconvencional
HDS como lo demostré un estudio realizado por
Enchira Biotechnology Corp (EBC, antes Energy
BioSystems).

Industrias como Arctic Slope Regional Corp. y
Total Raffinage Distribution SA. realizaron ensayos
en planta piloto de biodesulfuracion de diesel desde
fines de los afios 90 pero no se espera la construc-
cion de ningunaplantaantes de 2005 [41, 42]. Otros
centros de investigacion tales como el Petroleum
Energy Center of Japan (PECJ) junto con el King
Abdulaziz City for Science and Technology (KACST,
Arabia Saudita), varios laboratorios nacionales de
EE.UU.A, y e IMP también realizaron esfuerzos
en el desarrollo de un proceso de BDS. El escala-
miento, ladisponibilidad de equipo y laremodelacion
derefinerias existentes representaron problemas adi-
cionales alaimplementacion de los procesos biol 6gi-
cos en refineria. Sin embargo, Paques Bio Systems
BV and Shell International Oil Products utilizarony
comercializan actualmente un proceso de endulza-
miento de gas por medio de una bacteria del género
Thiobacillusparaeliminar el &cido sulfhidrico, lo que
representa un buen ejemplo de la capacidad de los
procesos biol 6gicos en laindustria petrolera.

Eliminacién de nitrégeno

El nitrégeno se encuentradeformanatural en el petro-
leo como compuestos de tipo no basico y basico y
son € carbazol y la quinolina los compuestos méas
estudiados con respecto a su biodegradacién. Laeli-
minacion parcia de los compuestos nitrogenados del
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gasoleo por una hidrodesnitrogenacion (HDN) permi-
teen unaHDS posterior reducir el contenido de azu-
fre de 16000 a 460 ppm a 360 °C en tanto que €l
gasoleo no desnitrogenado contiene 800 ppm de azu-
fre (MurrietaF, 2002.Comunicacion personal). Asi es
importante desde un punto de vista cientifico y tec-
noldgico el desarrollo de procesos biolédgicos en la
desnitrogenacion de petroliferos. Ciertas cepas de
Pseudomonas sp. emplean tales compuestos como
fuente de carbono, nitrégeno y energia[43, 44] y los
genes queintervienen han sido identificados, caracte-
rizados y clonados en E. coli [45,46]. El grupo de
Benedik en 1998 [47] considerd dos aplicaciones po-
tenciales para este tipo de cepas no especificas de
nitrégeno: la desnitrogenacion de petréleo y deriva-
dosy ladisminucion delainhibicion delos catalizado-
res de HDS. Sin embargo, en opinién de algunos
especidistas, € hidrotratamiento convenciona esmas
conveniente paralarefinacion del petroleo debido asu
altaeficienciay disponibilidad. LaBDN no especifica
podriautilizarse sélo paralabiorremediacién de sitios
contaminados por derrames.

En tanto labiodesul furacién especificahasido am-
pliamente estudiada en | os Ultimos afios, existe poca
informacion sobre la eliminacién biol 6gica de com-
puestos organonitrogenados del petréleo y deriva-
dos sin afectar su valor calorifico. Recientemente,
investigadores del Institute of Gas Technology
(EE.UU.) y Petrobras (Brasil) aislaron y obtuvieron
por mutagénesis la cepa Pseudomonas ayucida
IGTN9m que utilizaalaquinolinacomo tnicafuen-
te de nitrégeno sin transformar el resto del hidrocar-
buro. El tratamiento de un crudo pesado (shale oil)
con losrestos celul ares de la cepamencionada elimi-
no el 5y el 68 % del nitrogeno total y de quinolina,
respectivamente[48]. Labiorefinacion de combusti-
bles fosiles requerirala desnitrogenaci6n especifica
de otro tipo de compuestos como los pirroles, indoles,
carbazoles y acridinas. Por ejemplo, el producto de
la oxidacion de carbazol por lalacasa de C. gallica
condensa y polimeriza en una solucion acuosa de
acetonitrilo al 15% [49]. Este hecho permiti6 vis-
lumbrar el uso de estas enzimas en ladesnitrogenacién
de petroliferos.

Biodesintegracion del petréleo
y eliminacion de metales

Las propiedades y el valor econémico del petréleo
dependen de fraccionestales como | os hidrocarburos
saturados y aromaticos, resinas y asfaltenos. El pe-
tréleo puede describirse facilmente en términos de
ligero y pesado, éste Ultimo caracterizado por un in-
cremento del contenido de carbono y de heteroatomos
como el nitrégeno, azufrey oxigeno. El petréleo con-
tiene ademés metales, principa mente vanadio y ni-
quel, en forma de sales en la fraccion de asfaltenos
gue son facilmente eliminados durante el proceso de
desalado del petréleoy en metal oporfirinas de dificil
eliminacién debido a su estructuracompleja[3]. Es-
tos metales pesados son corrosivos, inhibidores de
los catalizadores usados en refinacién y son emitidos
en forma de 6xidos toxicos durante lacombustion de
loscombustibles.

L os asfal tenos son responsabl es de laformacién de
incrustaciones en lasinstal aciones petroleras que dis-
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minuye €l flujo y la produccion de coque de menor
valor agregado. Ademés, €l procesamiento del residuo
de destilacion —constituido principal mente por
asfaltenosy metal oporfirinas— esdegraninterés para
losrefinadores debido alatendenciadetratar unama-
yor cantidad de petréleo pesado de diferentes fuentes
en el futuro inmediato, por ejemplo, de tierras
bituminosas y yacimientos en costa (off-shore).

L os procesos biol 6gi cos pueden ser una opcion eco-
némica y ambientalmente viable para la ruptura o
biodesintegracion de las estructuras asfalténicas para
obtener un petréleo de mayor valor agregado. Varios
|aboratorios nacionaes de los EE.UU., la universidad
de Albertay el IMP estan actualmente realizando in-
vestigacién basica en ésta area (Tabla 3). Se conocen
diversas bacterias extremdfilas, p. . Achromobacter,
Leptospirillum, Pseudomonas, Sulfolobus, Thiobacillus
sp., lascualestransforman al petréleo pesado enligero
[50, 51]. Sesugierequelosbiocataizadoresinteraccionan
con los sitios organometalicos contenidos en el crudo
pesado y redistribuyen y dividen las fracciones ata
mente polares. El crudo biotratado contiene unamayor
cantidad de hidrocarburos saturados asi como uname-
nor cantidad de azufre, nitrégeno y metales, por lo que
sele puede considerar como un crudo ligero.

Por otro lado, varios estudios han demostrado la
posibilidad de emplear biotecnologias para romper la
estructura envolvente y liberar los metales atrapados.
En efecto, lahidrometal urgiaempl ea microorganismos
terméfilos paratratar sulfuros minerales como lapirita
y la arsenopirita en la produccién de minerales como
oro, cobrey zinc. Sin embargo, se hacomprobado que
la quimicade liberacion de metales prevalece sobre la
actividad microbiana[52, 53]. Lamismaaproximacion
podria realizarse para remover los metales de los
asfaltenos por medio de enzimas oxidativas. En efecto,
la CPO de Caldariomyces fumago desmetaliza a los
asfaltenospor cloraciony aperturasubsecuentedel anillo
porfirinico y alcanzaun rendimiento de eliminacién del
niquel y el vanadio de 93 y 53%, respectivamente [54].
Otro estudio mostré laventajade utilizar a Citocromo
¢ reductasa de Bacillus megaterium y Catharanthus
roseuse en laoxidacion del anillo porfirinico envez de
hal ogenarlo. Se previene asi laformacion de productos
hal ogenados que son indeseabl es debido a su toxicidad
[55]. Finalmente, € tipo de crudo condicionael acance
de labiodesmetalizacion cuando se utilizaunacepade
Achromobacter BNL-4-23. En efecto, & biotratamiento
deun crudo pesado y de un crudo pretratado con vapor
permiti6 reducir parael primero las concentracionesde
nitrégeno y asfaltenos; mientras que para el segundo
crudo, disminuyeron lasconcentracionesde hidrocar-
buros arométicos, azufre y metales [50].

Prospectiva tecnolégica

La metodologia para la formulacion de la perspectiva
tecnol 6gicaimplicd laidentificacion delosretostecnol -
gicos asi como |as correspondientes biotecnol ogias que
permitirian cumplir con los hitos establecidos. Se
visudizo entoncesel posibleimpacto delabiorefinacion
en laproduccion de combustibleslimpiosy en €l mejo-
ramiento del petrdleo crudo enlos proximos afios (Figu-
ra 3). Asimismo, las biotecnologias deberan resolver
ciertos cuellos de botella técnicos para poder aplicarse
exitosamente en larefinacion del petréleo (Tabla3).

Tabla 3. Mapa tecnolégico de la biorefinacién

Impulsor Corto plazo (0-5 afos)

Mediano plazo (5-10 afios)

Caracterizacién del petréleo
Quimica del petréleo
Métodos para el andlisis de trazas
Métodos forénsicos
Biocatalizador
Busqueda de nuevos
microorganismos incluyendo
de ambientes extremos
Aislamiento y purificacién
de enzimas
Busqueda de enzimas sin
dependencia de cofactor
Cristalografia: estudios
estructurales
Mutagénesis para lograr
una amplia especificidad

1. Diesel y gasolina y mejor actividad
?j]ufl)ira ba)|o azufre Caracterizacién cinética
-ppm
p?, Tolerancia a disolvente
2. Reduccién

Quimica de la membrana

de compuestos
y pared celular

nitrogenados

en destilados . Mutagénesis enfocada
intermedios en la resistencia a disolventes

3. Mejoramiento . Microorganismos recombinantes
de petréleo pesado, - Inmovilizacién
tierras bituminosas de biocatalizadores
Y shale. ?'I: Ingenieria de proteinas
reduccién

(inmovilizacién, derivatizacion,

de la fraccion cristales y plasticos bio cataliticos)

asfalténica

y de metales (Ni, V) Ingenieria

Transporte de masa:
fisicoquimica de la membrana
celular

Bioproduccién de agentes
tensioactivos o adicién externa

Nuevos soportes
de inmovilizacién: core/shell,
materiales mesoporosos

Tecnologia de separacion
Extraccién liquido-liquido
Tecnologia de ruptura
de emulsiones

Extraccién sélido-liquido
Destilacién

Destilacién flash
Reingenieria de proceso

BDN directa de destilados
intermedios antes de la HDS

Acoplamiento de la BDS y
la BDN en el procesamiento
del petréleo

Proceso integrado
BDS/BDN para el
tratamiento de efluentes
ricos en compuestos
organoazufrados oxidados

Conocimiento basico

del mejoramiento biolégico
de crudo pesado y fondo
de barril

Proceso integrado

de mejoramiento biolégico
de crudo pesado y fondo
de barril

Kleiny colaboradores en 1999 [12] sefidlaron quela
actividad y estabilidad biocatalitica asi como laimpor-
tante cantidad de agua utilizada en los bioprocesos re-
presentan laprincipa limitacion paralaaplicaciondela
BDS. En efecto, labiorefinacion del petrdleo debe consi-
derar laslimitacionestécnicas delosbiocatalizadores, e
volumen de agua requerido y los problemas de transfe-
renciade masatanto delas cepasidentificadas, por gem-
plo, Rhodococcus, Pseudomonas sp., asi como de las
enzimas. Dsz, CPO, Citocromo ¢, Lacasas. Ademés, €
grupo de Dordick en 1998 [56] identifico tres biotecno-
logias claves para € desarrollo de la industria futura:
nuevas cepas de ambientes extremos, ingenieria
metabdlicay sintesisenziméticade productos quimicos.

Mapa tecnolégico de la biorefinacién

El avancerealizado en los Ultimos afios en BDS debera
servir como modelo enlal y DT en BDN y mejora-
miento de petréleo en dos periodos de tiempo. La
primerafase estaenfocada a5 afios paralaresolucién
de problemas basicosy |a generaci6n de conocimien-
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Figura 3. Visién de la biorefinacién en el siglo XXI.

to. La segunda fase, considerada para 5-10 afios, in-
cluye la entrada en vigor de las normas ambientales
propuestas por la EPA. Estafase se concentraraen la
ingenieria de proceso como son la transferencia de
masay energia, reingenieriade procesos, reduccion de
la contaminacion cruzada de azufre durante el trans-
portey el almacenamiento (Tabla 2).

Lasoluciéon alaprobleméticade actividad enzimética
y tolerancia a disolventes debe incluir la busqueda de
nuevos microorganimos extremofilos, sistemas
enzimati cos independientes de coenzimas, produccion
de agentes tensioactivos asi como el megjoramiento de
velocidades de reaccion y especificidad. Losbiocatali-
zadores entendidos como células completas 0 enzimas
deberan resistir el contacto o inmersion en un medio
liquido de altahidrofobicidad comolagasolina, diesel o
gasdleo (log P de 8,25 parahexano). Ademas, loshioca
talizadores deberan ser activosy estables a unatempe-
ratura superior a los 50°C asi como tener una
especificidad amplia para los diversos compuestos
organoazufradosy organonitrogenados presentesen los
diversos derivados petroleros. El progreso acumulado
en el mgioramiento delaestabilidad y actividad deotros
sistemas enzimaticos en disolventes organicos debera
aplicarse a los biocatalizadores de importancia en la
biorefinacion [32].

La problematica de transferencia de masa debera
comprender el mejoramiento de la emulsion agua-
aceite para aumentar la migracion de los substratos
desde el petréleo haciael biocatalizador asi como la

Mejoramiento
de la recuperacién
. — .. mejorada de petréleo .
! Hito®.

N

eliminacion de metabolitos toxicos como el HBP. El
contenido de agua utilizado debe ser nulo 0 minimo
detal manera que se mantengalaactividady estabi-
lidad del biocatalizador asi como sefacilitelasepa-
racion de la emulsion agua-aceite. En el caso del
mejoramiento biolégico del crudo pesado, el volu-
men de agua empleado no es tan importante debido
aque grandes cantidades de agua se usan cotidiana-
mente en larecuperacién secundarialo que permiti-
ria la adicion directa de los biocatalizadores. La
bioproduccion o adicion de agentes tensioactivos en
cada hioproceso debera evaluarse para incrementar
lavelocidad de reaccion, laextension y lafacilidad
delarupturadelaemulsion. El estudio delaquimica
de la membrana celular y de la ingenieria del
bioproceso estudiaran entonces el problemade trans-
ferencia de masaa dos niveles: el transporte del pe-
tréleo a la fase acuosa y de esta al interior de las
célulaso al centro activo delas enzimas. Asimismo,
el proceso de separacion de la emulsién debera ser
eficiente, econémicoy no afectar el medio ambiente.

Lacomprensi6n de | os mecanismos biol égicos que
intervienen en labiodesul furacién, biodesnitrogenacion
y mejoramiento del petrdleo permitiran disefiar y pro-
ducir catalizadores especificos de altaactividad y ro-
bustez. L os avances recientes en estampado molecul ar
permiten actualmente el disefio de matrices poliméricas
con capacidad de reconocimiento molecular y catali-
sis, es decir, se han logrado material es biomiméticos
de las enzimas. Los nuevos materiales mesoporosos
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de escala nanométrica pueden ser ideales catalizado-
res biomiméticos o ser utilizados como soportes de
las mismas. De esta manera, los préximos afios po-
drén ver laaparicion de unanuevacienciabasadaenla
biotecnologiay lananotecnologia.
EnchiraBiotechnology Corp. visualiz6 labiodesul -
furacion dediesel desde dos perspectivasdiferentes: 1)
laHDS es substituidapor laBDSenladesulfuraciéon de
una corriente de destilado intermedio de 2000 a 500
ppm; 2) la desulfuracién se efectlia por un proceso
acopladoHDS-BDSen undiesel de500a50 ppm [41].
S seconsideraunavel ocidad de biodesul furacion de 37
ppm DBTs*min'*g catalizador™ propuesta por
Monticello [14] laBDS de diesel sellevariaacabo en
menos de 1 hr paraambas opcionesy que corresponde
alos tiempos de resistencia habituales de laHDS. Sin
embargo, € proceso acoplado HDS-BDS es més facti-
ble en el corto plazo debido a que sdlo se necesitaria
una minima remodel acion de las refinerias paralograr
una velocidad de desulfuracion de hasta un orden de
magnitud menor. Asimismo, laeliminacién deloscom-
puestos organonitrogenados antes de la HDS permiti-
riaunamejor eficienciay extension delaeliminacion de
los compuestos organoazufrados. Este enfoque no ha
sido investigado debido al bajo contenido de nitrégeno
en d petréleo (<2%) y aque laHDS lo elimina como
amoniaco, sin embargo, podriadesarrollarse unatecno-
logia biodesnitrogenante en €l corto plazo para dismi-
nuir lainhibicion delos catalizadoresde HDS.
Lainvestigacion futurase enfocaraigualmenteenla
mutagénesis sitio especificao al azar paralaseleccion
de mutantes de actividad mejorada, por ejemplo, la
combinacion de varios fenotipos de desul furacion, re-
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