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Resumen

El petréleo es un elemento clave para las actividades humanas como fuente de energia y como materia
prima para la produccién de diversos compuestos. Dos de los grandes problemas que la industria petrolera
enfrenta son, por un lado, la contaminacién que ella misma produce y por el otro, la baja eficiencia en la
extraccion del petréleo de sus reservorios naturales. Una de las técnicas de remediacion de sitios
contaminados se basa en el uso de microorganismos capaces de degradar el petr6leo y sus derivados
mediante la utilizacion de distintas estrategias tales como la bioaumentacién o la bioestimulacion. Sin
embargo, la naturaleza hidrofébica de los hidrocarburos hace que estos compuestos sean poco accesibles y
se adhieran fuertemente a las moléculas del suelo o sedimentos en ambientes acuaticos. Tanto para
favorecer la degradacion como para facilitar su extraccion de los yacimientos, es importante aumentar su
movilizacion y su solubilizacion en medios acuosos, y para ello se propone el uso de compuestos
tensioactivos (surfactantes). Algunos microorganismos poseen la capacidad de sintetizar este tipo de
compuestos, denominados biosurfactantes. Los biosurfactantes presentan varias ventajas con respecto a los

surfactantes quimicos, entre ellas su biodegradabilidad, baja toxicidad, biocompatibilidad, especificidad y la
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amplia variedad de estructuras quimicas disponibles. Estas caracteristicas han permitido, en los ultimos
afos, el desarrollo de técnicas de remediacion y de recuperacion asistida del petréleo residual que incluyen

el uso de biosurfactantes, tanto a escala de laboratorio como a campo.

Palabras clave: Biosurfactantes. Biorremediacion. Recuperacion asistida del petréleo. Petréleo

Abstract

Oil is a key element for human activities as an energy source and as feedstock for the production of several
compounds. Two major problems from the oil industry are, on one hand, the pollution it produces and on the
other, the low efficiency in the oil extraction from their natural reservoirs. One of the techniques for
contaminated sites remediation is based on the use of microorganisms capable of degrading petroleum and
its derivatives. However, the hydrophobic nature of oil makes these compounds not available to the degrading
organisms. To promote degradation and to facilitate removal of the deposits, it is important to increase their
mobilization and solubilization in agueous media, and for this, the use of tensoactive compounds (surfactants)
has been proposed. Some microorganisms have the ability to synthesize biosurfactants. The biosurfactants
have several advantages over the chemical ones: biodegradability, low toxicity, biocompatibility, specificity
and a wide variety of chemical structures. These features have allowed, in recent years, the development of

remediation and residual oil recovery techniques involving the use of biosurfactants.

Key words: Biosurfactants. Oil Bioremediation. Microorganism Enhanced Oil Recovery (MEOR)

Introduccién

El petréleo y otros combustibles fosiles son la principal fuente de energia para las actividades humanas. Su
utilizacion como fuente de energia y materia prima para la producciéon de diversos compuestos genera uno
de los mayores problemas ambientales que debe enfrentar el mundo actual. Por ello, el conocimiento de los
problemas derivados de la contaminacion y la blsqueda de nuevas alternativas que contribuyan a la

optimizaciéon en el uso de estos compuestos preservando el medio ambiente, asi como el desarrollo de
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nuevas metodologias para la depuracion de ambientes contaminados constituyen un objetivo ecoldgico
prioritario. En tal sentido, los microorganismos pueden ser actores importantes en relacion al petréleo y sus
derivados dado que, debido a su alta versatilidad metabdlica, pueden ser utilizados tanto en procesos de
extraccion y recuperacion de petréleo como en aquellos relacionados con la contaminacién derivada del

mismo.

Este trabajo intenta ampliar el conocimiento sobre el papel que juegan los biosurfactantes en la industria
petrolera, resaltando la importancia de los organismos que los producen, como posibles agentes a ser

utilizados en protocolos de biorremediacién o de recuperacion del petréleo residual en los yacimientos.

En nuestro laboratorio se estan realizando investigaciones de estos compuestos obtenidos a partir de

bacterias aisladas de ambientes naturales.

1. Problemas de la industria petrolera: contaminacion y eficiencia de extraccion

Dos de los problemas mas importantes que histéricamente afectan a la industria petrolera son la alta

contaminacion ambiental que generay la baja eficiencia de extraccién del crudo de sus reservorios naturales.

En el caso de la contaminacién ambiental, la misma ocurre cuando se producen pérdidas en los tanques,
oleoductos y diversas instalaciones industriales o a partir de fallas o accidentes en los sistemas de
almacenaje o de transporte. En esos casos, los hidrocarburos alcanzan aguas abiertas y suelos, pudiendo

llegar a contaminar napas subterraneas y/o cursos de agua superficial.

Por otro lado, la extraccion de hidrocarburos de sus reservorios naturales no es un proceso eficiente. Tanto
es asi que segln la base de datos de Reservorios del Departamento de Energia de los Estados Unidos
existen mas de 600 reservorios que contienen mas de 12.000 millones de barriles de petréleo irrecuperables.
Si por algun mecanismo se pudiera extraer solo el 10% de ese petréleo residual, se estaria hablando de un

incremento en 300 millones de barriles (1)

Actualmente se utilizan hasta tres etapas de extraccion de petréleo, las cuales aumentan el rendimiento final
pero elevan los costos. La etapa de extraccion primaria es la mas econémica y se realiza aprovechando la
presion natural del reservorio, la extraccion secundaria depende del uso de bombas y/o inyeccion de gas,
agua o vapor para extraer parte del petroleo residual adherido a las rocas del suelo. Aunque esta segunda
extraccion aumenta la recuperacion del petroleo residual, mas del 60% del crudo existente en un reservorio

gueda aun en el mismo (2,3), lo que hace al proceso poco eficiente. Existe, entonces, una tercera etapa de
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extraccion, denominada Recuperacion Asistida del Petréleo o EOR por sus siglas en inglés (Enhanced Oil
Recovery). Esta técnica utiliza distintos métodos para aumentar la presion en el reservorio y/o disminuir la

viscosidad del petréleo.

Tanto para la remediacion de los ambientes contaminados como para el proceso de EOR, se ha propuesto el
uso de microorganismos. En el caso de EOR , cuando se utilizan microorganismos o los compuestos

producidos por ellos, se lo denomina MEOR (Microorganism Enhanced Oil Recovery).

2. Microorganismos y la industria petrolera

A pesar de que los ambientes naturales cuentan con sistemas de detoxificacion naturales (proceso de
atenuacion natural), éstos pueden tardar mucho tiempo en lograrse, con el consecuente dafio tanto para la
flora y fauna local como para el ser humano. Por este motivo, en el caso de ambientes altamente
contaminados, es necesaria la accion del hombre para acelerar este proceso. A esta intervencion se la
denomina remediacion. En las Ultimas décadas del siglo XX y primeros afios del siglo XXI, se comenzaron a
utilizar organismos capaces de degradar hidrocarburos para remediar sitios contaminados. A este proceso se

lo denominé biorremediacion.

El estudio de la biorremediacion gan6 impulso luego del vertido de crudo del bugue Exxon Valdez en Alaska
el 24 de marzo de 1989 (4,5,6). En general se basa en dos mecanismos: la bioestimulacién, que consiste
en agregar fertilizantes fosforados y nitrogenados de manera de otorgar aceptores de electrones y nutrientes
al ambiente y asi favorecer el aumento de la carga microbiol6gica autéctona, y la bioaumentacién, que
consiste en inocular cepas o consorcios de microorganismos especialmente formulados para sanear un

determinado sitio (7).

Uno de los grandes problemas que tiene tanto la biorremediacién como la MEOR es, justamente, la baja
biodisponibilidad de los hidrocarburos debido a su escasa solubilidad en agua y su alta adherencia a las

moléculas del suelo.

El uso de agentes tensioactivos, tanto sintéticos como biol6gicos, aumentaria la disponibilidad de los

hidrocarburos ya sea para su mejor extracciéon o para su biodegradacion.

3. Los surfactantes como agentes para mejorar la biodisponibilidad
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El término surfactante proviene de las palabras inglesas Surface Active Agents.

Los surfactantes son moléculas anfipaticas que poseen la capacidad de interaccionar con compuestos

hidrofébicos e hidrofilicos a la vez y por lo tanto, ubicarse en la interfase de los mismos.

Esta afinidad por las interfases es lo que les otorga sus principales caracteristicas:
- disminuir la tension superficial — en el caso del agua puede reducirse de 72 mN/m a cerca de 27 mN/m (8),

- reducir la tension interfacial y
- aumentar la solubilidad.

Muchos microorganismos son capaces de sintetizar este tipo de compuestos (ver Tabla 1), y en ese caso, se

los denomina Biosurfactantes.

Los biosurfactantes se pueden clasificar segin su peso molecular o su naturaleza quimica (Tabla 1). Los
compuestos de bajo peso molecular son generalmente lipopéptidos, glicolipidos, aminoacidos modificados y
acidos grasos, mientras que los de alto peso molecular son polimeros extracelulares compuestos por

polisacaridos, lipopolisacaridos, proteinas, lipoproteinas o una mezcla compleja de estos biopolimeros (9).

Tabla 1 Clasificacion y origen de diferentes biosurfactantes

Esta tabla fue modificada a partir de la publicada por Mulligan (10)

Tipo de surfactante Organismos que lo producen Parte hidrofébica Parte Hidrofilica
Ramnolipidos Pseudomonas aeruginosa, Acido 3-b- 1 0 2 moléculas de
Pseudomonas sp., Serratia hidroxidecanoico ramnosa
rubidea
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Trehalolipidos Arthrobacter paraffineus, Acido C6-C6’ Trehalosa
Corynebacterium spp., micolico
Mycobacterium spp., Rhodococus
erythropolis, Nocardia sp.

Soforolipidos Candida apicola, Candida Acido3- Soforosa
bombicola, Candida lipolytica, hidroxiacido
Candida bogoriensis

Celobiolipidos Ustilago maydis Acido graso Celobiosa

Lipidos polioles Rhodotorula glutinus, Acido graso Polioxipropilenglicol

Rhodotorula graminus

Diglicosil diglicéridos

Lactobacillus fermentii

2 4cidos grasos

di-hidrato de carbono+

glicerol

Lipopolisacaridos

Acinetobacter calcoaceticus
(RAG1), Pseudomonas sp.,

Candida lipolytica

Compuesto alifatico

de cadena larga

Oligosacérido+ péptido

Arthrofactin Arthrobacter sp. Hidroxiacido Péptido ciclico

Lichenysin A, Hidroxiacido Péptido ciclico
Bacillus licheniformis

Lichenysin B

Surfactina Bacillus subtilis, Bacillus pumilus | Hidroxiacido Péptido ciclico

Viscosin Pseudomonas fluorescens Hidroxiacido Péptido ciclico

Ornitina, lisina

Thiobacillus thiooxidans,
Streptomyces sioyaensis,

Gluconobacter cerinus

Compuesto alifatico

de cadena larga

Grupos amino y grupos

acido

Fosfolipidos Acinetobacter sp. Acido graso Grupo fosfato

Sulfonilipidos T. thiooxidans, Corynebacterium | Acido graso Grupo sulfonilo
alkanolyticum

Acidos grasos (acido | capnocytophaga sp., Penicillium | Acido graso
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corinomicolico, spiculisporum, Corynebacterium
espiculisporico, etc.) | lepus, Arthrobacter paraffineus,
Talaramyces trachyspermus,

Nocardia erythropolis

Alasan Complejo de proteinas y polisacaridos
Acinetobacter radioresistens
anionicos de PM aprox. 1x106 (11)

Streptofactin Streptomyces tendae Proteina hidrofébica de alto peso molecular

Vesiculas extracelulares ,

Surfactantes Acinetobacter sp. HO1-N.
) Células bacterianas completas con alto grado
particulados Pseudomonas marginalis
de hidrofobicidad en su superficie (12)
Complejo de proteinas (50%) y polisacaridos
Biosur PM Pseudomonas maltophilla

(12 a15%) (13).

Estos bioproductos poseen amplias ventajas en comparacion con los surfactantes quimicos, como:
- la biodegradabilidad,

- la baja toxicidad y biocompatibilidad — lo que permite su uso en la industria farmacéutica y de alimentos,
- la capacidad de sintetizarse a partir de fuentes de carbono relativamente baratas o a partir de residuos de

otras industrias,

- la amplia variedad de estructuras quimicas disponibles entre los distintos biosurfactantes
- la especificidad, ya que dependiendo de su férmula molecular, tendran grupos funcionales diferentes que le

confieren mecanismos de accion especificos (14)

La efectividad de un surfactante se puede establecer en base a distintos parametros, todos ellos
relacionados con su capacidad de solubilizar compuestos hidrofébicos y disminuir la tension superficial y/o

interfacial.

Unos de los parametros a tener en cuenta es la Concentracion Micelar Critica o CMC, y la disminucidon

de latension superficial (TS) e interfacial (TI).

La CMC es la concentracion minima de un agente surfactante capaz de formar micelas (Figura 1). Estas

micelas se producen cuando la parte hidrofébica del surfactante, al ser incapaz de formar puentes de
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hidrégeno con las moléculas de agua, produce un aumento de la energia libre del sistema. Una manera de
aliviar este aumento, es aislar la region hidrofébica interaccionando con otras superficies, asociandose a
otros compuestos hidrofébicos o formando vesiculas (micelas) en las que la region lipofilica se sitia en el
centro y la hidrofilica hacia fuera, formando los puentes de hidrogeno con las moléculas de agua. Cuanto

menor sea la CMC, mas eficiente es el surfactante en cuestion.

La formacién de micelas mixtas entre surfactantes y otros compuestos hidrofébicos como los hidrocarburos
favorecen la dispersion del mismo en medio acuoso aumentando la biodisponibilidad y por consiguiente la

posibilidad de degradacién.

La tension interfacial (TI) entre dos liquidos depende de la fuerza de cohesion entre las moléculas de cada
liquido y de la fuerza de adhesién entre las moléculas de un liquido y el otro, de esta manera, la tension
interfacial entre dos liquidos esta relacionada con la tensién superficial de cada liquido saturado en el otro.
(15) Para disminuir la TI, los surfactantes actian como un “puente” formando una tercera fase de

“microemulsion” que favorece la interaccion entre la fase acuosa y la del hidrocarburo (16)

En el caso de la tensiéon superficial (tension presente en la interfase liquido-aire), los surfactantes la
disminuyen debido a que interfieren en la formacién de puentes de hidrogeno y otras fuerzas involucradas en

la adhesion entre moléculas (Figura 1).

Tanto la tension superficial, como la CMC dependen del pH, de la temperatura y de los demas solutos

presentes en el medio acuoso.

La Tabla 2 muestra la disminucién de la tensién superficial del agua destilada en presencia de distintos

surfactantes, naturales o quimicos y la CMC de esos agentes en agua destilada.

Figura 1. Efecto de la
concentraciéon de surfactante en la
tension superficial

~J
N

Figura modificada a partir de la
publicada en De Gennes & Taupin

W 17).

? %VA. a. b y c muestran la ubicacion de los

e
>-—
*—
>
|
-

——
lp.f‘\_

surfactantes en la interfase y la

formacién de micelas a medida que

a b \ c aumenta la concentracion del agente
tensioactivo.

w
o
|}
1
1
1
1

Tension superficial mN/m
’
>

v

Log de la concentracion 153



Tabla 2:

Efecto de diferentes biosurfactantes sobre la tension superficial del agua destilada.

Surfactante Tension superficial CMC (mgl/l) Referencias
(mN/m)
Ninguno- (agua) 72 Nd 8
Glicolipido 26.8 54 8
Trehalosa dicoriomicolato 43 0.7 18
Trehalosa tretraester 24.1 25 19
Ramnolipidos 28.8 110 20
Soforolipidos 30-60 5-80 21
Surfactina 27 23 8
Viscosin 28 54 22.
SDS 37 2120 8
Tween 30 600 8
4. Los biosurfactantes y la remediacion de sitios contaminados con

hidrocarburos

Debido a la naturaleza hidrofébica de los hidrocarburos, es necesario aumentar la biodisponibilidad de los

mismos de manera que sean accesibles a los organismos encargados de su degradacion. Este objetivo

puede alcanzarse con el agregado de surfactantes quimicos o detergentes. Sin embargo, el uso de estos

compuestos agrega un contaminante extra (23).

Este

biosurfactantes, ya que son compuestos amigables para el ambiente.

inconveniente se solucionaria empleando
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Contaminacién en suelos

La penetracion de los hidrocarburos en el suelo es un proceso complejo que depende de factores tanto

fisicos, quimicos como bioldgicos. (24,25)

Una forma de aumentar la biodisponibilidad es lograr que estos contaminantes pasen a una interfase acuosa
por medio de la desorciéon de los hidrocarburos de las moléculas del suelo y la solubilizacion en medio

acuoso (8,24,26,27).

En los dltimos afios se han desarrollado técnicas de remediacion que incluyen el uso de biosurfactantes,

tanto a escala de laboratorio como a campo.

La eleccion del surfactante o mezcla de surfactantes a ser utilizados en remediacion de suelos depende de
varios factores como el costo, la biodegradabilidad, la toxicidad, la adsorcién del surfactante a las moléculas
del suelo, la concentracién efectiva — que debe ser menor al 3%-, la dispersién en suelo y la disminucién en
la tensién superficial que éste produzca (25). En general estos bioproductos son igual de efectivos en la
solubilizacion de los contaminantes que los surfactantes quimicos, pero al ser biodegradables y tener una

CMC menor, casi no se producen cambios significativos en la estructura del suelo tratado (28).

Los biosurfactantes mas estudiados en biorremediacién son los ramnolipidos, sintetizados por Pseudomonas

aeruginosa, la surfactina (29), los lipopéptidos (30) y los soforolipidos (31).

En estudios a escala de laboratorio, Yin y colaboradores (32) demostraron que el uso de ramnolipidos
resultaba mas eficiente para la remediacion de efluentes contaminados con crudo que los surfactantes
comerciales como Triton o Tween. Por otro lado, Guo y Mulligan (33) demostraron que los ramnolipidos son
capaces de remover mas del 90% del estireno adsorbido en una mezcla compuesta por 66.6% de tierra y

33.3% de arena.

A escala de campo, uno de los procesos de biorremediacion de suelos contaminados con hidrocarburos es el
soil-washing, que literalmente implica el lavado del suelo contaminado con una solucion acuosa del
surfactante, sin el agradado de microorganismos en el proceso (34) Este tratamiento es relativamente rpido,
de costo moderado y permite tratar grandes extensiones de suelo contaminado y ademas recuperar parte del

hidrocarburo ya sea in situ como ex situ (28).

Por otro lado, se estudio el uso de biosurfactantes o de cepas productoras de los mismos en los protocolos

de biorremediacion in situ, ya sea como agregado en los formulados de aumentacion o bioestimulaciéon o
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directamente introduciendo cepas que produzcan surfactantes, sean o no capaces de degradar los

hidrocarburos contaminantes (27).

Contaminacion de aguas abiertas y napas subterraneas

La forma en que actdan los surfactantes en la remediacion de aguas contaminadas con hidrocarburos se
basa en dos métodos: el primero de ellos es la solubilizaciéon y el segundo método es por movilizacion. En
este caso, el agente surfactante se une a las moléculas adsorbidas a una superficie porosa (el lecho arenoso
de las costas o las arcillas de las napas subterraneas) disminuyendo su tension interfacial, separandolas de
la matriz y aumentando la biodisponibilidad para su remediacion o facilitando su remocién por medios fisicos

(35).

Aungue en la actualidad aun son escasos los estudios a campo en el tratamiento de aguas contaminadas
comparados con los tratamientos de suelos, se ha demostrado que el agregado de surfactantes aumenta la
biodegradacion de diferentes hidrocarburos (crudo, diesel, etc.) en ambientes marinos, aportando resultados

similares a los obtenidos con agentes quimicos, pero con una toxicidad mucho menor (36,37).

5. Biosurfactantes para larecuperacion de petréleo residual (MEOR)

Como se indicé en el punto 1, la extraccion del petréleo de los yacimientos es muy poco efectiva. La
existencia del petroleo residual en los reservorios se debe a los mismos factores que hacen que la
remediacion de los sitios contaminados sea dificultosa, aunque en estos casos, la principal dificultad se debe
a la alta adherencia de los hidrocarburos a las moléculas porosas del suelo: arcillas, rocas, arena, etc. y a la

viscosidad del fluido (38).

El agregado de surfactantes forma parte del arsenal de herramientas con las que se intenta mejorar la

extraccion del crudo atrapado en los yacimientos.

La Figura 2 muestra un esquema de un reservorio con petréleo residual adherido a las moléculas del suelo y

la accion de los surfactantes
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Figura 2. Esquema de suelo
reteniendo petroleo. Imagen
modificada a partir de la publicada
por de Reed and Healy (39). Se
observa el efecto de los agentes
surfactantes que al disminuir la
tension interfacial liquido-solido y

liquido-  liquido permite la

movilizacion y solubilizacion del

Petroleo Residual hidrocarburo retenido
[ Agua

Pad Rocas

o~ Surfactante

La produccién de biosurfactantes para la recuperacion asistida de petréleo puede hacerse ex situ o in situ.
En el primer caso, una vez producido, el compuesto debe ser purificado y/o concentrado e inyectado en el
reservorio (14). Una alternativa interesante es la produccion in situ. Para ello se utilizarian técnicas de de
estimulacion, o sea, agregando nutrientes especificos con el fin de estimular el desarrollo de la microflora

nativa capaz de sintetizar surfactantes, o de aumentacion (incorporacion del microorganismo seleccionado).

El uso de microorganismos en la explotacion de petréleo es controversial, ya que aunque muchos de ellos
son Uutiles, como los que son capaces de liberar gases como el metano, sintetizar acidos, solventes,
biopolimeros, y por supuesto biosurfactantes, muchos otros son perjudiciales, como las bacterias sulfato
reductoras (40). Por ello, la seleccion del o los microorganismos a ser incorporados debe ser
cuidadosamente estudiada. No s6lo hay que asegurarse de no introducir organismos perjudiciales, sino que
ademas hay que tener en cuenta que las condiciones dentro del yacimiento difieren significativamente de las
condiciones dptimas de cultivo y produccion de surfactantes, por lo que la cepa a incorporar debe ser
analizada en cuanto a su resistencia a temperaturas mayores de 85°C, alta salinidad, pH extremo, metales

pesados y sobre todo, la baja aerobiosis (38).
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6. Conclusiones

o El descubrimiento de agentes tensioactivos de origen microbiano (biosurfactantes) que aumentan la
biodisponibilidad de los hidrocarburos y no dafian el medio ambiente ha significado un gran avance tanto
para los procesos de extraccion de petréleo residual de los yacimientos como para los de biodegradacién

de ambientes contaminados.

o0 La combinacion de estrategias eficientes de biodegradacion y aplicacion de biosurfactantes
constituyen elementos claves para abordar la solucion de problemas ecoldgicos derivados de los

hidrocarburos en los cuales los microorganismos tienen un papel esencial.
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