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Introduccion

Los combustibles fésiles contienen cantidades importantes de azufre en forma de
compuestos orgdnicos. Las emisiones por la combustion de estas sustancias son una fuente
de contaminacién atmosférica en forma de particulas, éxidos de azufre y dcidos.

Debido a la preocupacién por las emisiones de azufre, se han elaborado diversas
regulaciones en varias partes del mundo, para reducirlas. Lo cual justifica el interés por
procesos que permitan diminuir el contenido de azufre en los combustibles.

La tecnologia actual para la remocién de azufre en combustibies fésiles, es la
hidrodesulfuracion, la cual requiere de un gran consumo de energia, por lo que el costo de
operacion es elevado, ademds que no es efectiva para todas las especies organosulfuradas.
Un proceso biotecnoldgico basado en la biodesulfuracién puede ser atractivo tanto técnica

como econémicamente para solventar el problema’ o™ 1994},

El principio de la biodesulfuracion se basa en la capacidad de algunos microorganismos de
emplear los compuestos organosulfurados de los hidrocarburos, como fuente de azufre y
utilizarlo en sus procesos metabdlicos.

Dentro de los diversos microorganismos aislados, capaces de utilizar el azufre del carbén
mineral y de combustibles fésiles, se pueden citar: Desulfovibrio desulfuricans,
Thiobacillus sp., Sulfolobus sp., Pseudomonas, Acinetobacter sp. y Rhodococcus
rhodochrous. Este Gltimo tiene la caracteristica de remover selectivamente el azufre sin

atacar los enlaces carbono-carbono, evitando asi la pérdida de poder calorifico del
combustib]e{Enerey Biosystems, 1992)

Es importante mencionar que no se ha desarrollado un proceso comercial con la tecnologia
de biodesulfuracidn. El costo y condiciones de produccién de biomasa, asi como el tiempo
de biocatalisis, son los pardmetros clave que limitan la factibilidad econémica del sistema.
De acuerdo a lo anterior, se observa la necesidad de estudiar los factores involucrados en la
fermentacién (formulacién de medio, temperatura, pH, aireacidn, tipo de microorganismo)
a fin de generar informacién 1til para desarrollar el bioproceso.

En el presente trabajo se estudio la desulfuracién de hidrocarburos por métodos biologicos.
La bacteria empleada fue Rhodococcus rhodochrous cepa IGTS8 y se utilizé como
moiécula modelo et dibenzotiofeno (DBT), el cual es un compuesto representativo de las
especies organosulfuradas del diesel. A continuacién se da una breve descripcién de las
partes que conforman el documento.
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Introduccion

En el primer capitulo se presentan los efectos del biéxido de azufre y la precipitacién 4cida
sobre el medio ambiente, la salud y ios materiales. Ademds se marca la nomatividad sobre
el contenido de azufre en los combustibles.

Las especies organosulfuradas que se encuentran en los diferentes cortes de petrdleo, asi
como la descripcién - del proceso tradicional para la eliminacién de azufre:
hidrodesulfuracién, se presentan en el capitulo dos.

En el tercer capitulo se mencionan a los microorganismos con capacidad desulfuradora. Se
presentan de forma general las vias metabdlicas aerobia y la anaerobia, para la
transformacién de los compuestos organosulfurados. De manera mas especifica, se
describen las caracteristicas microbioldgicas de Rhodococcus rhodochrous y el esquema de
desutfuracién del DBT.

En el capitulo cuatro se describen las técnicas empleadas en la experimentacién, mientras
que en el capitulo 5 se presentan los resultados.

El orden de planeacion y ejecucioén de los diferentes experimentos partié con la formulacion
de medios para la propagacién de ia bacteria. A la vez se desarrollaron los método
analiticos dentro de los cuales destaca la técnica de cuantificacion del dibenzotiofeno y
otros metabolitos involucrados en la biodesulfuracién. Finalmente se ejecutaron las pruebas
de biodesulfuracién del DBT y el diesel.

De los resultados obtenidos se determiné el tiempo de duplicaciém del microoragnismo, la
velocidad de remocién del DBT y se analizé el efecto de factores como pH, fuente de
carbono, cantidad de inéculo y presencia de inhibidores ( sulfato, hidroxibifenilo y bifenol)
en el desarrollo y actividad de Rhodococcus rhodochrous. Por iltimo se realizaron pruebas
de biodesulfuracién con diesel.

Castorena Cortés Gladys Teresa 2
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Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la capacidad biodesuifuradora de Rhodococcus rhodochrous para a eliminacién
de azufre en diesel, utilizando como molécula de referencia al compuesto
organosuifurado dibenzotiofeno.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Formular un medio de cuitivo adecuado para la propagacién del microorganismo.

¢ Determinar el tiempo de duplicacién de Rhodococcus rhodochrous en un medio con
DBT.

¢ Determinar ¢l lapso de tiempo para la maxima desulfuracién del DBT por
Rhodococcus rhodochrous.

s Evaluar el efecto del pH, concentracién inicial de indéculo y la fuente de carbono en la
biodesulfuracion.

e Desarrollar ¢ implementar técnicas analiticas para la determinacién del
dibenzotiofeno y los posibles productos de 1a biodesulfuracién.

o Estudiar el efecto inhibitorio del sulfato, 2 hidroxibifenilo, y 2,2-bifenol sobre Ia
capacidad desulfuradora de Rhodococcus rhodochrous en DBT.

¢ Determinar el porcentaje de remocién de azufre en diesel a nivel laboratorio.
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Importancia del bioxido de azufre en la
contaminacion atmosférica

El biéxido de azufie (SO;) es un gas incoloro de olor irritante, el cual se disuelve con
facilidad en el agua para formar 4cido sulfuroso. En solucién pura, éste dltimo se oxida con
el oxigeno presente en el aire para formar dcido sulfiirico. En presencia de impurezas
catalizadadoras, tales como sales de manganeso, hierro o con la luz ultravioleta, la
velocidad de conversién se incrementa. La importancia del SO, como precursor del icido
sulfiirico radica en ser éste, uno de los principales elementos de la {luvia 4cida, por lo que

tiene importantes efectos en el ambiente!©MS 1982,

1.1 Fuentes de emision

Las emisiones de biéxido de azufre se liberan principalmente durante la quema de los
combustibles fésiles (diesel, combustéleo y gasolina) que contienen azufre, asi como por la
utilizacion del carbdn con fines de generar electricidad o en la calefaccion residencial. Otras
fuentes son los procesos industriales, como la fabricacién de cemento y la fundicién de
metales ‘NE- 1999,

De forma natural, el biéxido de azufre se produce por las emisiones volcanicas y las
reacciones anaerobias de ciertos microorganismos ©OMS %82 ge estima que la contribucién
de bidxidos de azufre a la atmdsfera por fuentes naturales es de 50 a 70 millones de
toneladas por afio, mientras que }as fuentes antropogénicas son de 100 a 130 millones por
afioc™**" 179 La diferencia crucial es que éstas wiltimas estén concentradas en las regiones
industrializadas y que sus emisiones se incrementan rapidamente cada afio, mientras que las
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primeras estan distribuidas en todo el planeta y algunas son intermitentes (por ejemplo las
erupciones volcénicas).

1.2 Precipitacién acida

La precipitacién 4cida, conocida también como lluvia 4cida, es el fendmeno producido por
la incorporacién de compuestos guimicos, especialmente 6xidos de azufre y de nitrogeno,
que al combinarse con la humedad existente en la atmosfera forman 4cidos, siendo los mas
importantes por sus efectos el 4cido sulférico y el 4cido nitrico.

En la actualidad, las precipitaciones dcidas adquieren gran importancia, debido a que sus
efectos pueden ser irreversibles y dafiar zonas arqueoldgicas, monumentos historicos,

edificios, estructuras metélicas, lagos, rios y bosques, asi como los ecosistemas asociados a
INE, 1994)
ellos’ .

El agua de lluvia se considera 4cida cuando su potencial de hidrégeno (pH) es inferior a 5.5,
aunque en estudios recientes los investigadores han considerado que las precipitaciones son
4cidas cuando su pH es menor de 5.0, ya que factores naturales como las emisiones de
4cidos orgénicos, compuestos de azufre y nitrégeno emitidos por fuentes naturales, traen
como consecuencia que el pH de la lluvia no contaminada este mds cerca de 5.0 que de 5.5.
Se estima que aproximadamente del 60 al 70 % de la acidez se debe al 4cido sulfiirico y del
30 al 40 % se debe al 4cido nitrico V> 179,

El mecanismo de las transformaciones de los éxidos de azufre no se conoce tan bien como
el de los 6xidos de nitrégeno. Se propone que una parte del SO, se convierte en icido

sulfdrico debido a la intervencién de radicales, producidos por mecanismos
fotoquimicos©***" 1992 como se muestra en las siguientes reacciones:

SO; + OH ——m HSO3 (.1

HSO; + OH ——— H,S80, (1.2)

SO, + HG, — SO; + OH (1.3}

sO; + H.O — H,S0, (1.4)

Castorena Cortés Gladys Teresa 5
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1.3 Efectos de la precipitacién dcida en flora y fauna

El problema de la precipitacién dcida fue identificado por primera vez en Suiza a mediados
de los sesentas, al observar cambios en los ecosistemas de los lagos (5@t 199,

En los rfos y lagos, la acidez del agua origina cambios importantes. El desarrollo de los
embriones de algunas especies se inhibe a un pH inferior a 6, mientras que a valores
menores de 5 comienzan a desaparecer varias especies de peces, entre las cuales figuran los
salmones y las truchas. En estas condiciones de acidez se observa una disminucién en el

plancton y la fauna det fondo de los lagos, lo que reduce €l suministro de alimento de los
peces (Casel 1992)

Por otra parte, estudios realizados con animales de laboratorio indican que la exposicion
prolongada a la precipitacién 4cida puede tener efectos negativos, especialmente en el
sisterna respiratorio y mucosas M 1982,

Los efectos de la lluvia dcida afectan también a la vegetacidn, el SO, provoca dafio a las
plantas, al interferir con la formaci6n y funcionamiento de la clorofila por lo cual se reduce
la fotosintesis ademds de lesionar las hojas.

Otra consecuencia de la precipitacién 4cida es la lixiviacién de los nutrientes del suelo. La
acidez de las precipitaciones provoca modificaciones en el intercambio de los elementos
quimicos entre las plantas y el suefo. A consecuencia de ello se tienen pérdidas de calcio,
sodio, magnesio y potasio, ademis de que ocurre una alteracién de los procesos
microbiolégicos que intervienen en la fijacién del nitrégeno. Esta desmineralizacion puede
ocasionar pérdidas en productividad de las cosechas y los bosques o un cambio en la
vegetacién natural. La severidad del dafio a las tierras y las extensiones de agua estd
particularmente determinada por los minerales en el terreno de una regién et 192,

1.4 Efectos de la precipitacion acida en materiales

El efecto que ejerce la lluvia 4cida sobre algunos materiales también es importante debido a
que corroe metales, deteriora controles eléctricos, papel, textiles, pinturas, materiales de
construccién y monumentos histricos ™ 1959

El 4cido sulfiirico provoca dafios en algunos materiales al aumentar la velocidad de
corrosién. En atmésferas urbanas se han observado tasas de corrosién de una y media a
cinco veces la tasa obtenida en ambientes rurales, dependiendo de la clase de material
expuesto, asi como de la duracién de la exposicién. Los 4cidos sulfuroso y/o sulftinco son
capaces de atacar una amplia variedad de materiales de construccién incluyendo caliza,
mdrmol, pizarra y mortero, los cuales por efecto del 4cido se transforman en sales solubles

Castorena Cortés Gladys Teresa 6
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que luego lava la lluvia. Una suerte similar es la que tienen los metales, al quedar sometidos
a un proceso de corrosion, con la formacién de carbonatos y sulfatos basicos.

Otro de los efectos es que los aerosoies del 4cido sulftirico y otros sulfatos constituyen del 5
al 20 por ciento de las particulas en suspensién en el aire urbano y contribuyen
significativamente a 1a reduccion de la visibilidad ¢ Ve y Wamer, 1990)

1.5 Efectos del bioxido de azufre en la salud

Los efectos negativos de ia contaminacién atmosférica sobre la salud humana, no pueden
estudiarse por separado para cada uno de los contaminates, debido a que al respirarse
conjuntamente su accion es siempre combinada. Sin embargo, es posible sefialar las
alteraciones que provocan cada uno.

Debido a las caracteristicas fisicoquimicas, €l biéxido de azufre que se encuentra en el aire,
es potencialmente inhalable y su absorcién a través de la mucosa respiratoria hacia el
torrente sanguineo, es proporcional a su concentracion en la atmosfera.

Los efectos téxicos de los 6xidos de azufre y el dcido sulfiirico en una poblacién expuesta
son: edema, irritacién del epitelio nasal y bronguiolar e inflamacién de las mucosas. Los

grupos mads sensibles a los efectos por exposicién son: asmdticos, fumadores, nifios y
ancianos(Spengler, 1989)

Informes de la American Lung Association indican que la contaminacién del aire afecta el
aparato respiratorio a través de una agregacion continua que provoca:

Constriccion de las vias respiratorias.

Dificultad de la respiracién.

Disminucion del flujo de secrecién mucosa por posible inflamacitn del epitelio.
Accidn téxica de los cilios de la nariz.

Los efectos anteriores facilitan el desarrollo de una infeccién broncopulmonar, debido a que
los microorganismos patégenos no son removidos y destruidos. El efecto constante de los
contaminantes conduce al desarrollo de enfermedades crénicas respiratorias obstructivas
que afectan al corazén ¢ S2bido- 1992

El SO; puede alcanzar los alvéolos cuando se fija a particulas de la fraccién respirable,
produciendo irritacién en las membranas respiratorias y broncoconstruccién severa. En este
caso se incrementan los efectos negativos de cada uno de los contaminantes individuales es
decir el efecto es sinérgico.

Castorena Cortés Gladys Teresa 7
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1.6 Lluvia acida en México

Los efectos de la lluvia 4cida son mdis evidentes en las zonas industrializadas del pais, en
especial la zona metropolitana de la Ciudad de México (ZMCM), debido a los altos niveles
de emisién de SO, por la carga vehicular, asi como las contribuciones de fuentes fijas, En la
tabla 1.1 se sefiala cual ha sido el comportamiento de 1a lluvia 4cida en esta zona.

Tabla 1.1 Promedios de acidez en lluvia, observados en la
Zona Metropolitana de la Ciudad de México.

Afio Intervalo promedio de pH
1987 3-6-5.9
1988 3.6-6.1
1989 3.4-8.7
1950 4.3-6.8
1991 4.4-6.3
1992 4.4-6.1
1993 4.4-6.0

Fuente: INE, 1994.

Sin embargo, zonas que se consideran poco industrializadas como el sur del pais también
sufren los estragos de la precipitacidn dcida. Se ha reportado que los monumentos mayas de
Palenque, Edzna y Tulum han sido dafiados por efecto de la lluvia icida que se presenta
como consecuencia de los contaminantes atmosféricos, entre los cuales estda el SO,
producidos por las actividades petroleras que se realizan en el Golfo de México®™™ 11,

1.7 Acciones realizadas para la reduccion y control de oxidos de azufre

Debido a la importancia de los efectos det bi6xido de azufre y de la luvia dcida, se han
desplegado una serie de acciones con el objetivo de disminuir las emisiones, dentro de las
que destacan"™® 1%%.

« Eliminacion del uso del combustéleo en el Valle de México, sustituyéndolo por gasdleo
industrial, el cual tiene un contenido méaximo de azufre del 2 %.

e Cierre de la refineria 18 de Marzo.

o Empleo de gas natural en las dos termoeléctricas del Valle de México y en 365
industrias.

Castorena Cortés Gladys Teresa g
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» Distribucién de diesel especial ( contenido de azufre menor del 0.5 %) desde 1990.
e Utilizacion del Diesel Sin (contenido de azufre del 0.05 %) a partir del octubre de 1993,
principalmente para el transporte.

Cabe resaltar que las acciones se enfocan al empleo de combustibles con bajo contenido de
azufre.

1.8 Legislacion

Debido a los importantes efectos, tanto a la salud como al medio ambiente por las
emisiones de bidxido de azufre y de la luvia 4cida, los gobiermnos de varios paises,
especialmente los industrializados, han establecido regulaciones estrictas para controlar las
emisiones (tabla 1.2).

Tabla 1.2 Tendencias de la normatividad ambiental sobre
¢l contenide de azufre en combustibles fosiles.

Niveles de Azufre
Productos azufrados (ppm) Afio
Anterior Objetivo

U.S. Gasolina CARB. 300 40 1996
Europa Diesel para motores 3000 500 1996
Japén- Gasdleo 2000 500 1996
Taiwan - Gasdleo 5000 500 1997
U.S. Gasolina CAAA 400 300 1998
Europa- Crudo 3500 1,000 1999
Europa- Crudo- Bunker ’ 33000 10,000 1999
U.S. Gasolina CAAA 400 50-100 2000
Tailandia- Gas6leo 5000 2000 2000

Fuente : Monticello, 1994,

Actualmente se tiene la tendencia mundial de reducir el contenido de azufre de los
combustibles, con el propodsito de cumplir con las normas ecologicas en materia de
prevencién de la contaminacién ambiental. En Estados Unidos €l contenido promedio de
azufre en el diesel para 1986 era de 0.27 %, sin embargo, la EPA demandé que el nivel se

redujera para 1994 a 0.05% con el fin de reducir las emisiones a la atmgsfera’ Morticello ¥

Kilbane, 1991)

Castorena Cortés Gladys Teresa 9
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En México la legislacion establece en ia norma NOM-086-ECOL 1994, las especificaciones
que deben reunir los combustibles fésiles, liquidos y gaseosos. La norma indica las
caracteristicas que deben cumplir éstos compuestos, asi como los métodos con los que se
deben realizar la medicién.

El documento sefala que para el 1° de enero de 1998 se tendrd un contenido maximo de
azufre del 0.05 % en peso para los combustibles ligeros para la ZMCM. En la tabla 1.3 se
indica la concentracion méxima permitida para los diferentes combustibles.

Tabla 1.3 Normatividad nacional para el contenido
de azufre en diferentes combustibles.

Combustible * Unidad Método Limite maximo
Magna Sin % en peso ASTM-D-1266-91 0.3 %
Nova Plus % en peso ASTM-D-2622-87 0.15 %
Gasobleo % en peso ASTM-D-1552-90 2%
Diesel Sin % en peso ASTM-D-2622-87 0.05 %
Diesel desulfurado %0 en peso ASTM-D-2622-87 0.5 %
Diesel industrial © % en peso ASTM-D-2622-87 0.5%

Gas natural % en peso (dm’/m?)  ASTM D-4468-98 0.034 % (0.32)
Gas licuado % en peso (kg/ton) UDP-791-80 0.014 % (0.14)

Fuente: NOM-086-ECOL., Gaceta Ecoldgica 1995.

a.- Hasta el 31 de diciembre de 1997 el contenido méximo de azufre del combustdleo procedente de las
refinerias de Cadereyta, Minatittan, Salamanca, Saiina Cruz y Tula serd del 4 % en peso y el de Madero de 4.6
% es peso. A partir del 1 de Enero de 1998 el contenido méximo de azufre de cualquier combustsleo no
excederd del 4 % en peso. :

b.- Obligatorio para la Zona Metropolitana de Ja Cindad de México a partir de 1994 y las Zonas
Metropolitanas de Nuevo Leén y Guadatajara a partir de 1995,

c.- El diesel industrial es para uso exclusivo de quemadores de flama abierta, por lo que no debe utilizarse en
motores de combustién interna al no satisfacer los requerimientos para dicho uso.

Castorena Cortés Gladys Teresa 10
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Contenido de azufre en las ﬁacciones
de petroleo

Se estima que el 88 % de las emisiones antropogénicas de bioxidos de azufre provienen de
la quema de combustibles fésiles como el diesel y el combustéleo N 1999 por esta razén,
los esfuerzos por disminuir {a emisiones se concentran en disminuir el contenido de azufre
de estos compuestos.

El azufre es el heterodtomo més abundante en el petrleo y su porcentaje depende del
yacimiento (tabla 2.1). El contenido de azufre en el combustible crudo varia del 0.2 al 3 %,
sin embargo puede alcanzar valores hasta del 5 %. El azufre se puede encontrar en el crudo
en forma de sulfuros, sulfatos, sulfitos, pero la mayor parte esta incorporado dentro de la
matriz orgénica en forma de sulfonas, tiofenos, tioles, sustitutos de benzotiofenos y
dibenzotiofenos (Montocello y Kilbane, 1991)‘

Tabla 2.1 Contenido de azufre en ¢l combustible
crudo de diferentes paises.

Fuente % de azufre
Arabia Saudita 1.7-2.9
Irin 1.4-2.6
Sur de Texas 1.9
México 1.5-3
Venezuela 2.0-5.0

Fuente: Monticello y Kilbane, 1991,

En la tabla 2.2 se muestran algunas caracteristicas de los principales combustibles
utilizados en México.

11
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Tabla 2.2 Contenido de azufre y aspectos energéticos de algunos combustibles nacionales.

Propiedad Diesel Combustéleo Gasdleo Gasolina
% en peso de azufre 14 4-3 2 0.15 a trazas
Poder calorffico (Kcal/kg) 10,680 10,400 10,843

Peso especifico 0.852 0.981 0.87 0.726

Fuente: INE, {995,

2.1 Especies organosulfuradas en las fracciones del petréleo

La forma en que el azufre se enlaza a Jos hidrocarburos da origen a diversos compuestos
organosulfurados, fos cuales se pueden agrupar en seis grandes familias. En la tabla 2.3 se
ejemplifican especies de cada una de las ellas.

Tabla 2.3 Compuestos organosulfurados en las fracciones de petréleo.

Familia Especie modelo
Mercaptanos CH;-CH,-CH,-SH
Propanotiol
Sulfuros CH;-CH»-S CH,-CH;
Dietil sulfuro
Disulfuros CH,-5-5-CH,-CH,
Metil,etil disulfuro
CH
Tiofenos | I
N/
S Metil tiofeno
9
1
Suifoxidos y 4cidos sulf6énicos CH;-S-CH;
Dimetil sulfoxido
Mixto: mas de 2 heterodtomos 0 /L' I/
N S

Piridintiofeno

Fuente: Bremauntz. 1996.
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Las fracciones de crudo se separan en funcién de su intervalo de ebullicién, asi se tienen las
naftas en las fracciones menores a 200 ° C, los destilados medios de 200 a 550 °C (dentro de
esta fraccién se obtiene el diesel) y por dltimo, los asfaltos son las fracciones con un rango
de ebullicién mayor a 500 °© (! Bremauntz, 1956}

Durante el fraccionamiento del crudo, el azufre se concentra en las fracciones que hierven a
mayor temperatura, como el combustéleo, que contienen hidrocarburos con mayor nimero
de dtomos de carbono. Por ¢l contrario, el azufre estd pricticamente ausente en la gasolina y
solo presente en cantidades modestas en el gasleo’™! 1997,

En las fracciones ligeras menores a 200° C se detectan especies como mercaptanos, ciclo
alquil-sutfuros y alquil-tiofenos. En la fraccién obtenida en el rango de 200 a 540° C se
detectan especies como los disulfuros, tiofenos con dos o mis anillos aromaticos
condensados, aunque predominan en abundancia los alquilbenzenos y naftiofenos. La
mayorija de las especies azufradas presentes en la fraccién que corresponde al diesel (200-
450" C) son compuestos de tipo aromdtico entre los que predominan: benzotiofenos,
dibenzotiofenos y benzonaftotiofenos2% 1999

En residuos de destilacién al vacio el contenido de azufre es mayor que en cualquiera de las
fracciones anteriores y su distribucién en diversas especies organosulfuradas es amplia,
aunque dominan los tiofenos, sulfuros aromdticos y suiféxidos.

2.2 Alternativas para disminuir el contenido de azufre

Debido a que los éxidos de azufre que se emiten al aire provienen del azufre que contienen
los combustibles, las posible sofuciones para evitar su descarga a la atmésfera son:

» Explotacién de yacimientos con bajo contenido de azufre.
« Eliminacion fisica de los compuestos sulfurado.
¢ Eliminaci6n del azufre por métodos quimicos y/o biolégicos.

En el primer caso, el nimero de yacimientos con bajo contenido de azufre cada vez es
menor, ademds, de que la mayoria de los combustibles fésiles en México tienen un alto
contenido de azufre. En la segunda opcién se utilizan filtros o lavadores, sin embargo, la
reduccion por estos métodos no es suficiente para llegar a los estandares requeridos por la
normatividad, por lo que se hace necesaria necesario la remocién de azufre de los
combustibles por métodos quimicos.

El proceso tradicional para la eliminacién de azufre en )a industria de refinacién es la

hidrodesulfuracién (HDS), que involucra una reacci6n catalitica de hidrégeno en presencia
de un catalizador ( cobalto-molibdeno/alimina) a presiones que varfan de 15 a 50
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atmosferas. y temperaturas de 290 a 455 °C, dependiendo del tipo de alimentacién y €l nivel
de desulfuracion requerida.

2.3 Hidrodesulfuracion (HDS)

En el proceso de hidrodesulfuracién la hidrogenacién de los componentes
organosulfurados es la reaccién principal, siendo la primera etapa la ruptura de los enlaces
C-S y la adicién de hidrogeno a los fragmentos formados, dando como resultado
hidrocarburos libres de azufre y acido sulfhidrico (H,S).

Las reacciones tipicas de hidrodesulfuracién son:

Mercaptanos

R-SH + H, —_— R-H +H,S 2.1
Sulfuros

R,SR» + 2 H» RiH +R-H +HaS 29
Disulfuros

R;S-S Rz +3 Hg et el RiH + RZH + 2H23 2.5

La velocidad de hidrogenacién de los compuestos organosulfurados depende de su
estructura, a continuacion se muestra el orden de hidrogenacion.

mercaptanos > disulfuros > sulfuros = tetrahidrotiofenos > Tiofenos

Las unidades de hidrotratamiento estdn conformadas por un sistema de precalentamiento,
reactores y un sistema de separacién de gas-liquido (figura 2.1). En la secci6n de
precalentamiento, la carga (fraccién de destilado) se combina con una corriente de
hidrégeno; una vez caliente la mezcla se realizan las reacciones de hidrotratamiento 2 las
presiones y temperaturas antes sefialadas.

El efluente dei reactor sigue hacia el separador de alta presién en donde se obtienen dos
corrientes, una gaseosa con alto contenido de hidrégeno y otra con el hidrocarburo. El
hidrégeno se recircula nuevamente hacia fa carga del compresor y el liguido se envia a una
seccion de agotamiento donde se inyecta agua y se separan la fraccién desulfurada del HS.
Se repone el hidrégeno que haya sido consumido en la reaccidn para amantener el proceso
en continug(C2eheyta: 1995)
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Los tiofenoles y tioles son removidos eficientemente por ¢l proceso HDS, sin embargo los
benzotiofenoles y dibenzotiofenoles  alquilsustituidos son mds resistentes  al
hidrotratamiento Kebe- 1992 y Laredo, 1995)

El gasto de energia necesario para producir las condiciones extremas de temperatura y
presidn hacen que el costo de operacién sea alto.

Debido al alto costo del proceso de hidrodesuifuracion y a la dificuldad para desulfurar
algunos compuestos, -tecnologfas alternativas son de gran interés para la industria del
petréleo. Una de estas tecnologias involucra el empleo de microorganismos que tengan la
capacidad de utilizar el azufre orgdnico del combustible e incorporarlo en sus vias

metabolicas y obtener moléculas sofubles en agua, fas cuales son ficiles de removerMenticelio.

1993)
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Biodesulfuracion

El azufre es esencial para todos los organismos vivos. En el caso de las bacterias constituye
hasta el 3 % de su peso seco W%™ 999 o5 componente de los aminoacidos: metionina y
cisteina. Por tanto es un elemento presente en las proteinas y enzimas, cabe resaltar que los
puentes disulfuro entre los aminodcidos mencionados, determinan la estructura y funcion de
las proteinas. Por otra parte, tiene un papel importante en el metabolismo de algunos
organismos que utilizan compuestos azufrados como donadores o aceptores de electrones
en las reacciones de generacion de energia ™™ 999 para gue un microorganismo utilice
el azufre de un compuesto organosulfurado es necesario que primero lo remueva de la
matriz, siendo éste el principio bésico de la biodesulfuracién.

Durante los dltimos cincuenta afios se han realizado investigaciones para desarrollar
procesos microbiolégicos para la desulfuracion de combustibles fosiles. Las primeras
patentes datan de mediados de los afios 50 para la desuifuracién del carbon(Zebelh 1953, Stoner,
1990 Los estudios posteriores se enfocaron a la biisqueda de bacterias que degradaban
compuestos organosulfurados, ejemplos de estos microorganismos son: Thiobacillus
ferrooxidans B ' PseudomongsTrery: 1990 Set. 1995) - nyosulfovibrio desulfurans y
Sulfolobus sp.(wa”g‘ 9 Jos cuales son capaces de oxidar compuestos sulfurados de
hidrocarburos. Sin embargo, los métodos encontrados no fueron aplicados debido a que el
proceso involucraba pérdida del combustible al ocurrir la remocién de azufre. El proceso
biolégico implicaba generalmente un ataque a las estructura carbonada, provocando una
importante pérdida del poder calorifico. A principios de los noventas se aislo al
microorganismo Rhodococcus rhodochrous, el cual es capaz de desulfurar el azufre sin
afectar la matriz hidrocarbonada.
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3.1 Consideraciones de la tecnologia de biodesulfuracién

E] objetivo de las tecnologias de biodesulfuracién es desarrollar sistemas con bacterias o
enzimas que realicen reacciones especificas para liberar el azufre, dejando intacta Ia

estructura hidrocarbonada(Monlicellu, 1993 b, Kitbane 1990)

El desarrollo de un proceso comercial para la desulfuracién microbiolégica debe cumplir
con los siguientes puntos Monteelto ¥ Kifbane, 1991),

Microorganismo
La reacci6n debe atacar especificamente la wnién C-S.
* Debe ser resistente a los compuestos potencialmente téxicos que se encuentran en el
petréleo.
Ser lo suficientemente fuerte para resistir las condiciones del proceso.
» Debe ser estable genéticamente durante largos periodos de tiempo.

Proceso

No debe ocasionar cambios importantes en la calidad y valor del combustible.
¢ Los residuos que se generen deben ser de facil tratamiento.
Debe ser de facil integracién para las plantas de refinacién existentes.

El proceso de biodesulfuracién tiene ciertas ventajas y desventajas<v/P* 1955 Encrey Biosystems,

1992) 1as cuales se enlistan a continuacién:

Ventajas

» Menor consume de energia que el proceso de hidrodesulfuracion.

* Menor costo de operacién y de capital.

Remueve compuestos azufrados que no se alcanzan a remover en ¢l proceso de
hidrodesulfuracién.

Temperaturas y presiones de operacién bajas.

Puede aplicarse a diferentes fracciones de petréleo.

Se puede adaptar ficilmente a los procesos de refinacién.

No hay desintegracién de moléculas por no haber condiciones severas.

No hay pérdidas de octanaje.

Castorena Cortés Gladys Teresa 18
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Desventajas

Poco conocimiento del proceso a nivel bioquimico.

No se ha probado su factibilidad a gran escala.

El tiempo de residencia es alto.

La eficiencia varfa de acuerdo a la calidad el combustible.

Existen factores biolégicos y fisicoquimicos que afectan el grado de transformacion en el
proceso de biodesutfuracién. Los factores biolégicos dependen del tipo de microorganismo
empleado, su estabilidad genética, su velocidad de catdlisis y su tiempo de duplicacién. Los
factores fisicoquimicos incluyen la agitacidn, pH, temperatura, aireacion para los procesos
acrobios 6 presencia de hidrégeno para los procesos anaerobijos ¢ S 1994 Maka 1989)

Como se menciond anteriormente, 1a biodesulfuracién (BDS) es potencialmente aplicable a
diferentes fracciones de destilados Y3l 199 gp 15 figura 3.2 se presenta el diagrama de las
oportunidades de utilizacién del proceso, los cuadros punteados sefialan la posicién en la
que se puede integrar el esquema de biodesulfuracién al tren de refinacign™eieel'> 1991 ®) gy
proceso puede remplazar al proceso de hidrodesulfuraciéon (HDS) o bien complementarlo,

para obtener una mejor remocion de azufre.

3.2 El dibenzotiofeno como molécula patron

La hisqueda de bacterias desulfuradoras se ha enfocado al aislamiento de microorganismos
capaces de degradar compuestos organicos heterociclicos de azufre como el dibenzotiofeno
(DBT) que se muestra en la figura 3.1.

7/

S
Figura 3.1 Estructura del dibenzetiofeno (DBT).

El DBT representa mis del 40 % del total de los compuestos organosulfurados en los
destilados medios, ademds es una de las especies mds resistentes al hidrotratamiento, por lo

cual se emplea comiinmente como referencia para estudios de procesos de
biodesulfuracign™onticello 1991 y Kitbana, 1992)

El DBT tiene una baja reactividad debido a la deslocalizacién de los electrones en el anillo
bencénico, lo cual dificulta la transformacién por métodos quimicos *Wichke. 1992)
adicionalmente tiene una baja solubilidad en agua WV 1999,

Castorena Cortés Gladys Teresa 19
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3.3 Vias metabélicas de la desulfuracion

El proceso puede realizarse en condiciones aerobias o anaerobias ™™ ¥¥9 Ep e} proceso

aerobio, ocurre la oxidacién de la molécula por lo cual se denomina como desulfuracién
oxidativa o aerobia, mientras que en la anaerobia o reductiva se emplea hidrégeno para
reducir a la molécula.

Desulfuracion reductiva

Los microorganismos tienen la capacidad de obtener energia a través de la reduccién del
azufre del compuesto organosulfurado a H,S, el cual es excretado al medjo{@rosman 1993 y Kim,
1988) 1a reaccion requiere de la adicién de hidrégeno siendo de forma general:

R-S-R’ + 2H; — RH+H;S+R'H (3.1)

Dentro de los microorganismos empleados estdn el Desulfovibrio desulfuricans,
Desulfotomaculum orientis y Thermodesulfobacterium commune ™™™ M- 1995, James 1950°)
Una variante del tratamiento ¢s emplear una celda electroquimica para liberar electrones,
los productos de la desulfuracién del DBT reportados fueron bifenilo y HsS, con una
reduccién del 20 % del total de azufre en diesel™™ ',

En México se han estudiado bacterias sulfato reductoras, se ha logrado la disminucién del
contenido de azufre en combustoleo, bajo condiciones anaerobias!A™E™ 1997, fiménez. 1997)
Desulfuracién oxidativa

La degradacién oxidativa del azufre ocurre cuando los compuestos azufrados se emplean
como donadores de electrones. El resultado de esta ruta metabdlica es la produccion de
biomasa, productos parcialmente oxidados y sulfato “resm= 1%,

Los microorganismos aerobios degradan diversos compuestos sulfurados de acuerdo al

siguiente orden S 199%);

alifaticos > aromadticos > asfaltenos

Dentro de los microorganismos aerobios estudiados estan Rhodoccos rhodochrous™"*™™

1999 Rhodococcus erytropolys™™™e 1998) Corynebacterium y Arthrobacter©e=m=.19%,
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La tabla 3.1 resume las diferencias de los procesos aerobio y anaerobio, mientras que en la
figura 3.3 se muestran los productos de las distintas vias metabélicas.

Tabla 3.1 Comparacion de los procesos aerobios
y anaerobios en la biodesulfuracion.

Caracteristica Proceso aerobio Proceso anaerobio
Agente oxidante o reductor Oxigeno del aire Hidrégeno
Costo - Bajo Elevado
Velocidad de reaccion Riépida Lenta
Producto Tones sulfato Acido sulfihidrico

En ia tabia anterior se hace evidente que el proceso aerobio presenta mayores ventajas que
el proceso anaerobio, debido a que el tiempo de reaccién asi como el costo es menor.

3.4 Rhodoccocus rhodochrous

En Kuwait se aslaron diversos microorganismos con capacidad de degradar hidrocarburos
entre ellos Rhodococcus rhodochrousS™ e 1990 Kayser 1999 g1 microorganismo  se

caracteriza por su habilidad para liberar el azufre del carbono y emplearlo en su crecimiento
(Monticello, 1993 b, Johnson, 1994)

R.. rhodochrous es una bacteria gram positiva de 0.5 pm de largo (figuras 3.4 y 3.5), es
positiva a la catalasa, sensible a la lisozima, arilsulfatasa negativa, su contenido GC del
DNA es de 67-73 % en mof SPries 1991, Bergey 1957) gy clasificado como un actinomiceto del
grupe nocardia, ¢l cual tiene la tendencia de crecer en forma de micelio. En los estados
iniciales presenta la forma de coco y en la fase logaritmica de su crecimiento su forma
cambia a bacilo. En los estados finales del desarrollo se producen hifas y subsecuentemente
se fragmenta dando bacilos cortos o cocos S 1988 Pelczar 1989) pn yn medio de agar
nutritivo forma colonias de color durazno ¥ 199D,

En 1988, en E.U, el Intituto de Tecnologia del Gas (IGT) estudid, aisi6 y mutd al
microorganismo designado como Rhodococcus rhodochrous IGTS8, siendo su principal

caracteristica que podia remover el azufre del carbono de forma selectiva sin degradar al
Combustib]e(Energy Biogystems, 1992)

Se comprobé que el microorganismo desulfuraba otros compuestos azufrados del petrdleo,
como: triantreno, metiltiofeno y la sulfona de] DBTUehon. 1954)

La capacidad selectiva del microorganismo de romper enlaces carbono-azufre en materiales
carbonéceos, abre la posibilidad de realizar la desulfuracién sin que por ello se vea afectada
Ja capacidad energética del hidrocarburo. Estudios realizados demuestran que, Rhodococcus
rhodochrous, tiene una via oxidativa de desulfuracién la cual es especifica y estable,
produciendo 2- hidroxibifenilo y SO4 ™2 a partir de DBTKibane: 1592,y Gallagher, 1993)
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Se han descrito otros microorganismos con patrones metabélicos similares a IGTSS8, como
son Rhodoccoccus erytropolis, y Corynebacterium SY1 (Crossman . 1995, Mamie. 1996) ' A jemds se
ha asilado un microorganismo capaz de desulfurizar dibenzotiofenos substituidos
adyacentes al atomo de azufre, como el 4,6-dietildibenzotiofeno, de una manera selectiva.
El microorganismo ha sido identificado como Arthrobacter {15 1999,

3.5 Rutas metabdlicas propuestas para la desulfuracion del DBT por
Rhodococcus rhodochrous

Se han propuesto diversas rutas metabdlicas de la desulfuracion del DBT por Rhodococcus
rhodochrous, la més aceptada es la ruta denominada 4§ (Giagher 1993, Kilbane, 1992) oy 13 ¢yyal
el DBT sufre una primera oxidacién para producir el sulféxido del DBT, posteriormente se
forma la sulfona det DBT a consecuencia de una segunda oxidacién. El tercer intermediario
propuesto es el DBT sulfonato, del cual se libera el sulfato para dar finalmente el 2
hidroxibifenilo (figura 3.6).

Gray "% propone que la conversién de DBT a 2 hidroxibifenilo (HBF) esta catalizado por
un sistema multienzimatico el cual consiste en dos monooxigenasas y una desulfinasa,
dando como producto 2-hidroxibifenilo, el cual se libera al medio mientras que el azofre
inorganico producido se asimila por otras rutas metabdlicas.

‘La uitima reaccién catalizada por la desulfurinasa parece ser el paso limitante en la ruta
metabdlica ¢ 19%¢) Ge han realizado estudios a nivel de la secuencia de DNA de las

enzimas que participan en la biodesulfuracién y se han caracterizado los genes involucrados
{Denome, 1994 y1995)

Estudios con azufre radiactivo demuestran que el sulfito es el producto final de la
desulfuracién del DBT por Rhodococcus IGTSS. El sulfito es liberado en la fase acuosa, en
la cual bajo condiciones de aireaci6n se convierte a sulfato Yo" 1%,

En base a isétopos se ha demostrado que el oxigeno, que se emplea en la oxidacién del
dibenzotiofeno, se obtiene a partir del aire adicionado al sistema " 19,
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DBT

Dibenzotiofeno monooxigenasa

DBT Sulféxido

Dibenzotiofeno monooxigenasa

jy/
!i

& o
DBT Sulfonato
:
hidraxihifeniln |

Figura 3.6 Diagrama que muestra la accién de las diferentes enzimas
de Rhodococcus rhodochrous que participan en la desulfuracién del DBT,

Dibenzotiofeno 5,5 dioxidasa

2-hidroxibifenil 2-sulfinasa

3.6 Proceso

Diversas compaifiias has propuesto un tren de proceso para la biodesulfuracién de
hidrocarburos -0y 1992, Energy Biosystems, 1992) g1 yroceso consiste en poner en contacto al
microorganismo (el cnal se hace crecer previamente en un fermentador) con el combustible
€n un reactor agitado continuo para que se forme una emulsidn, se adiciona oxigeno y se
controla el pH, asi como la temperatura. El producto de la reaccién es una mezcla de
hidrocarburo con bajo contenido de azufre y microorganismos en la fase acuosa. El
combustible y el agua son separados por un equipo de decantacidn, ¢l microorganismo se
recircula al sistema mientras que el hidrocarburo puede seguir los pasos normales de
refinacion. El proceso se observa en la figura 3.7.
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Debido a que el sulfato pude inhibir la biodesulfuracién, los iones sulfato se deben remover
y neutralizar. Una de las alternativas es la precipitacién de sulfato, para producir sulfato de
calcio para su posterior disposicién como desecho no peligroso o bien combinarlo con
amonio para producir sulfato de amonio como fertilizante Mertcello- 1993}

El proceso puede plantearse como multietapas, consistente en reactores en serie, con el fin
de incrementar la eficiencia (V" 192 o bien se puede combinar con el proceso de
hidrodesulfuracion para tener un producto con un contenido de azufre menor al 0.05 % en

peso (Montieello. 199D B} o516 estimado del proceso de biodesulfuraci6n es de 2 délares por
barril de crudo (Energy Biosystems, 1992, Rhodes, 1995)

3.7 Comparacion entre 1a hidrodesulfuracién y la biodesulfuracién

A diferencia del proceso de hidrodesulfuracién (HDS) el cual se opera bajo condiciones
severas, el proceso de biodesuifuracién (BDS) se trabaja a una temperatura moderada
(aproximadamente 30-35°C) y una atmdsfera de presién, siendo portanto un sistema
energeticamente mas barato. Las diferencias mds importantes entre los dos procesos se
enlistan en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 Comparacién entre la hidrodesulfuracion y la biodesuifuracion.

Caracteristica/ tipo de proceso HDS BDS
Presion atm : 54.75 1
Temperatura °C 350 35
Tiempo de residencia (h) 2 6
Catalizador o agente bioldgico Cobalto/molibdeno Rhodococcus
Niguel/molibdeno rhodochrous
Aplicaciones
Gasolinas, naftas Gasolina, diesel, naftas,
combustéleo, diesel y combustéleo
gasdleo

Fuente: Bremauntz, 1996.
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Desarrollo experimental

El desarrollo experimental de la tesis se describe a continuacion siguiendo la secuencia de
eventos con que fue planeada y ejecutada.

En primer lugar se estudiaron diferentes formulaciones de medio de cultivo con el fin de
propagar a la bacteria y obtener suficiente biomasa para las pruebas posteriores (punto 4.1).
A la par se implemento un método, mediante cromatografia de liquidos (punto 4.2) para
detectar y cuantificar al dibenzotiofeno (DBT) y a los posibles productos de la
desulfuracién: 2-hidroxibifeniio (HBF), 2,2-bifenol (BF) y la sulfona del dibenzitiofeno
(DBTS).

En las pruebas de actividad (punto 4.3) se estudiaron diferentes factores que inciden en la
desulfuracién del DBT como son el pH, la fuente de carbono y la concentracién de inéculo.
Por otra parte se evalio el efecto que tenia en la remocién, la presencia de Jos posibles
productos de la desnifuracién (sulfato, HBF y BF), debido a que estos compuestos se
consideran inhibidores del sistema enzimatico de la desulfuracién (punto 4.4).

Por iltimo se realizaron prucbas de biodesulfuracion utilizando diesel proveniente de la
refineria RIAMA de Salamanca (punto 4.5).
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4.1 Produccion de biomasa

4.1.1 Microorganismo y medios de cultivo

E] Microorganismo que se emplied en los experimentos fue Rhodococcus rhodochrous
IGTS8, adquirido de la American Type of Culture Colection (ATCC). La bacteria se
conservo en refrigeracion a 4 °C.

Para las pruebas de actividad y de biomasa se empled el medio basal de sales (MBS)

indicado por Olson!!* (tabla 4.1), como fuente de carbono se utilizé glicerol al 1% vy
dibenzotiofeno al 0.1 % como fuente de azufre.

Tabla 4.1 Formulacién del medio basal de sales (MBS).

Compuesto Concentracién en g/l
NaH,PO, 4
K;HPO, 4
MgCl, 0.2
FeCl3 0.001
CaCl, 0.001

El medio de propagacién fue el medio basal de sales suplementado con extracto de levadura
(3 g1)y glicerol al 1 %.

Los medios, asi como los materiales utilizados para los cultivos fueron esterilizados por
calor himedo en autoclaves, empleando una presién de 15 Ib/in® (! atm) durante 15

minutos. El manejo de los medios de cuitivo, asf como la del microorganismo, se realizé en
condiciones de esterilidad empleando una campana de flujo laminar marca Envirco.

4.1.2 Condiciones de incubacidn

El microorganismo fue incubado en una agitadora New Bruswick a 100 r.p.m. con
temperatura controlada a 30 ° C, el periodo de incubacién fue de 96 horas.

4.1.3 Preparacion del indculo

Rhodococcus rhodochrous se sembré en tubos inclinados formulados con el medio basal de
sales y agar, los cuales se refrigeraron a 4°C para su preservacion. El microorganismo se
propagé cultivindolo en un medio liquido de sales con extracto de levadura, después del
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periodo de incubacién, el medio se centrifugd a 7000 r.p.m. durante 15 minutos,
posteriormente, en condiciones de esterilidad, las células fueron lavadas y resuspendidas
con solucién salina (NaCl al 0.85 %), y se determindé la densidad éptica con un
espectofotémetro Hach DR2000. La suspensién se refrigerd y se utilizé para inocular los
matraces de las pruebas posteriores.

4.1.4 Determinacion del peso seco

El peso seco se determind por el método gravimétrico. Los recipientes previamente
acondicionados (24 horas en una estufa a 120 ° C) fueron pesados en una balanza analitica,
posteriormente se les colocé un volumen conocido de una suspensién celular y se les dejé
en una estufa hasta peso constante (24 horas a 120 ° C). Los recipientes se pesaron
nuevamente y se determind ta diferencia de pesos.

4.1.5 Efecto combinado de la fuente de carbono, nitrogeno y azufre

Como fuente se carbono se probaron: etanol, sacarosa, glucosa y glicerol, al 1 y 3 %. Para el
nitrégeno se utilizo el extracto de levadura y el cloruro de amonto a 3 g/l. Como fuente de
azufre se empled dibenzotiofeno (DBT) y sulfato de sodio en una concentracién de 1 g/l.
Los matraces se inocularon con 0.3 ml de una suspensién celular con una densidad éptica
de 10 unidades. Cada 24 horas se monitore0 la absorbancia (a 550 nn) de los medios con un
espectofotometro. Al final del periodo de incubacién se determind el peso seco de la
biomasa.

4.2 Desarrollo del métodeo analitico

4.2.1 Perfil de estandares en ultravioleta (UV)

Se realiz6 el perfil del espectro ultravioleta visible (200-400 nm. de longitud de onda) para
cada uno de tos siguientes estandares: dibenzotiofeno, 2,2-bifenol, 2-hidroxibifenio y la
sulfona del DBT, se utilizé un espectofotometro Varian modelo Cary I. Se determiné el
méximo de absorcién de cada compuesto, con el fin de seleccionar la longitud de onda a
emplear en el equipo de HPLC,
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4.2.2 Separacion y cuantificacion de los metabolitos

Se preparé una solucién de los cuatro metabolitos estudiados (DBT, HBF, BF y DBTS)
(tabla 4.2) la cual se analiz6 en el cromatégrafo de liquidos Hewlett Packard modelo 1050
empleando una columna de fase reversa ODS-hypersil y un sistema de gradiente agua-
acetonitrilo. El detector fue una lampara ultravioleta la cual se manejé a 245 nm. El testigo
interno fue naftaleno a una concentracién de 0.26 mg/ml.

Tabla 4.2 Concentracion de estindares para
las pruebas de deteccién en el HPLC.

Concentracion mg/mi
Sulfona DBT 2
2,2 Bifenol 2

2 hidroxibifenilo 1.2
DBT 1.2

La concentracién de cada compuesto en la mezcla vari6, dependiendo de la sensibilidad
para su deteccion. En el caso de la sulfona del DBT y el 2,2 bifenol, que son mas polares y
que dan picos de menor tamaiio, se utilizé una mayor cantidad del compuesto.

Se inyectaron muestras de la mezcla de estdndares a diversas concentraciones, cada una por
triplicado. Los resultados fueron promediados y a partir de ellos se obtuvieron las curvas de
calibracion que relacionan la altura abservada en el cromatograma, para cada muestra, con
su concentracion {Anexo I).

4.2.3 Tratamiento de las muestras para la extraccién de metabolitos

Las células de Rhodococcus rhodochrous fueron incubadas 96 horas a una temperatura de
30 °C en matraces nefelométricos de 250 mi, empleando 20 ml de volumen de medio de
sales y DBT a 1 g/l. Terminado el tiempo de incubacién se adicioné acetonitrilo 1:1
volumen/volumen (v/v). Posteriormente, la preparacién se centrifugd y se cuantificé el
DBT del sobrenadante por HPLC, empleando una columna de fase reversa ODS-hypersil y
un sistema de gradiente agua-acetonitrilo.
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4.3 Pruebas de actividad

4.3.1 Cinética y velocidad de remocion del DBT

Las pruebas consistieron en colocar 14 matraces nefelométricos con 20 ml del medio basal
de sales y 20 mg de DBT. Los matraces se esterilizaron, inocularon y posteriormente se
incubaron. Cada 24 horas se analizaron 2 matraces, durante un intervalo de 7 dias. Las
muestras se procesaron y se determiné la concentraciéon del DBT residual. La toma de
muestras fue por duplicado y se determiné el peso seco de cada muestra.

4.3.2 Efecto del pH

Se probaron 4 diferentes condiciones de pH: 5, 6.5, 7 y 8. La prueba consistié en colocar 20
mi del medio basal de sales y 20 mg de DBT en matraces nefelométricos. Se empleé NaOH
0.1 Ny HCI Q.1 N para ajustar ¢} pH de los medios. Terminado ¢l tiempo de incubacién las
muestras se¢ procesaron y se determind la concentracion del DBT. Se utilizé6 como
referencia el pH 6.5, que corresponde al pH del medio de cultivo recién preparado. Las
pruebas se realizaron por triplicado.

4.3.3 Efecto de la fuente de carbono

En matraces nefelométricos se colocaron 20 ml del medio basal de sales y 20 mg de DBT,
las diferentes fuentes de carbono empleadas fueron: glicerol, glucosa, sacarosa y etanol.
Con el fin de conocer el efecto de la concentracion, se utilizé cada sustrato al 1 vy 3 %
peso/volumen. Después de 96 horas, los matraces se procesaron y se determiné el
porcentaje de remocién del diebenzotiofeno. Las pruebas se realizaron por triplicado.

4.3.4 Efecto de la concentracion inicial de inéculo

Los ensayos consistieron en inocular los matraces con 0.3 mi de la suspensiones celular de
Rhodococcus rhodochrous, con diferentes concentraciones de biomasa: 14, 8, 4, 3, 1.8 (g/]
en peso s¢co), cada matraz contenia 20 ml del medio basal de sales y 20 mg de DBT. Las
pruebas se realizaron por triplicado.
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4.3.5 Reutilizacion de la biomasa

Para el experimento se emplearon matraces nefelométricos con 20 ml de medio basal de
sales y 20 mg de DBT, los cuales se esterilizaron y se inocularon inicialmente con 0.3 ml de
una suspensién celular de Rhodococcus rhodochrous. Los matraces se incubaron durante 96
horas, se disolvié el DBT adicionando acetonitrilo. Posteriormente, la muestra se centrifugd
a 7000 r.p.m. El sobrenadante se analiz6 por HPLC mientras que la biomasa se resuspendio
y se lavé con solucion salina, centrifugando nuevamente a la velocidad descrita, se midié la
densidad Gptica de la suspensién y se resembré la biomasa (0.3 ml por matraz) en medio
fresco de sales con DBT. El proceso se repitid 4 veces.

4.4 Pruebas de inhibiciéon

4.4.1 Inhibicién por sulfato

Se probaron 4 diferentes concentraciones de sulfato de sodio: 0.1, 0.5, 1 y 2 g/l. Los
ensayos consistieron en colocar 20 ml del medio basal de sales y 20 mg de DBT en
matraces nefelométricos. Se tomaron como testigo medios sin sulfato. Las pruebas se
realizaron por triplicado.

4.4.2 Efecto de la concentracion de dibenzotiofeno

El propésito de la prueba fue evaluar la actividad desulfuradora de Rhodococcus
rhodochrous IGTS8 en diferentes concentraciones de DBT. Los ensayos se realizaron
colocando 20 ml del medio basal de sales y diferentes concentraciones de dibenzotiofeno
(0.25, 0.5, 1,2,3y 5 g /). Los ensayos se realizaron por triplicado; se tomaron como
testigo medios con 1g/l de DBT, que es la concentracion comiinmente empleada en los
ensayos de desulfuracién o™ 1999,

4.4.3 Efecto del 2,2- bifenol

Se trabajaron 15 matraces cada uno con 20 ml del medio basal de sales y 20 mg de DBT. Se
manejaron 4 diferentes concentraciones del 2,2 bifenol: 0.25, 0.5, 1 y 2 g/1. Se realizaron los
ensayos por triplicado, tomdndose como testigos medios sin adicién de 2,2-bifenol.
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4.4.4 Inhibicion por el 2-hidroxibifenilo

El ensayo se realizé utilizando 4 diferentes concentraciones del 2-hidroxibifenilo: 0.1, 0.5,
1 y 2 g/l. El sistema de reaccion consistié en matraces con 20 mi del medio basal de sales y
20 mg de DBT. Se trabajaron 3 muestras, sin €ste compuesto, como testigo. Lo ensayos se
realizaron por triplicado.

4.5 Pruebas con diesel
4.5.1 Pruebas de desulfuracion con diesel

Se probé diese} primario de la refineria de Salamanca con un contenido de azufre del 1.73
% en peso. Las pruebas se realizaron colocando en un matraz nefelométrico, 50 ml de
medio, el cual consistia en una mezcla de diesel y solucion salina (0.85 % de NaCl). El
diesel se filtré utilizando membranas millipore de 0.45 um. La solucién salina y los
matraces se esterilizaron en autoclave a 15 Ib/in’ (1 atm) durante 15 minutos. Se probaron
las siguientes relaciones: 10%, 15 % y 20% de diesel v/v. Cada matraz se inoculé con 1 ml.
de una suspensién de Rhodococcus rhodochrous con una absorbancia de 75 unidades. Los
matraces se incubaron a 30 °C a 100 r.p.m. durante 8 dias. La muestra se centrifugé a 7000
r.p.m. durante 15 minutos para separar }a solucién acuosa de la fase organica, a la cual se le
determin® el contenido de azufre total con un detector marca Horiba, modelo Sifa
1100H®™v2e 1999 Cada una de las pruebas se realizé por triplicado.

4.5.2 Pruebas con una fraccién organosulfurada del diesel

Se aisl6 del diesel, mediante cromatografia de adsorcién y de complejamiento, una fraccién
de compuestos arométicos, con alto contenido de azufre & 7 [ 5 fraccién azufrada se
disolvi6 en 1 ml de dodecano y esta mezcla se utilizé para realizar pruebas con el
microorganismo. En matraces nefelométricos de 250 ml de volumen se colocaron 18.5 mi
de solucién salina ai 0.85 % y 0.45 ml de la mezcla de dodecano y 1 mi de una suspensién
concentrada de cétulas de Rhodococcus rhodochrous proveniente de un cultivo con DBT.
Los matraces se incubaron durante una semana y se realizé la extraccion de la fase orgdnica
con tolueno. Se separé la fase acuosa y la mezcla se concentré evaporando el solvente. El
concentrado de la fraccidn azufrada se inyecté en un equipo de cromatografia de gases
Perkin Elmer modelo 8500. Se obtuvieron los cromatogramas antes y después del
tratamiento.
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4.6 Diseiio de experimentos

4.6.1 Diseiio factorial

Para el andlisis del efecto combinado de la fuente de carbono, nitrégeno y azufre (punto
4.1.5) se determin6 emplear un disefio factorial ™™™ 199D Egte tipo de andlisis se utiliza
para estudiar el efecto conjunto de varios factores sobre una respuesta, permitiendo
determinar su grado de interaccidn.

Como andlisis preliminar debe probarse la independencia y la normalidad de los datos,
ademds de la igualdad de las variancias.

El disefio factorial de dos factores puede describirse por la siguiente ecuacidn:

Y =R +7T; +8; + (1B +£ijk{i =12,....,a

{(k=12,..n

Donde L es el efecto medio general, 7; es €l efecto del i-€simo nivel del factor rengldn A, B;
es el efecto del j-ésimo nivel del factor columna B, (1B); es el efecto de la interaccién entre
7.y Bi, el error aleatorio estd simbolizado por €ix. Se supone que ambos factores son fijos y
que los efectos de tratamiento se definen como desviaciones de la media general.

E] andlisis consiste en probar la hipétesis nula (Ho), donde se plantea de la igualdad de los
efectos de tratamientos de renglén, es decir:

Hoti=12=...=1

H;: al menosunat; 20

De la igual forma los efectos de tratamientos de columna tienen que ser probados:

Ho: B] = BQ T =Bh

H,: al menos una (3; #0
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También es importante probar si los tratamientos de renglon y columna interaccionan. Es
decir se tiene que probar:

Ho: (TB)ij =0 para toda l,}

Hj:al menos una (tf); #0

o Los factores estudiados para desarrollar la prueba fueron:

a) Fuente de nitrégeno.
b) Fuente de azufre.
¢) Fuente de carbono.

¢ La variable de respuesta fue el peso seco de la biomasa del microorganismo.
Las consideraciones gue se hicieron fueron:

Los factores que intervienen se consideran fijos (fuente de carbono, nitrégeno y azufre).
Pueden existir interacciones entre estos factores.

Los ensayos se realizaron por triplicado para cada combinacién de factores .

Se realizaron un total de 48 observaciones (4 fuentes de carbono x 2 fuentes de azufre x
2 fuentes de nitrégeno x 3 réplicas).

En el caso que se determine que existen diferencias significativas se realizard un analisis de
medias utilizando los intervalos multiples de la prueba de Duncan™°meomery, 1991

4.6.2 Comparacion por intervalos miiltiples de Duncan

Para estudiar el efecto del pH (4.3.2), la fuente de carbono (4.3.3) y la cantidad inicial de
inoculo (4.3.4) en la remocion del DBT, se realizé la comparacién de medias de
tratamientos individuales. La hipétesis nula a probar es Ho: = | ; para toda i= j. Si se
encuentran diferencias se utilizara la comparacién por intervalos miltiples de Duncan. En
este procedimiento se comparan todas las parejas de medias. La técnica se realiza con
muestras del mismo tamafio, los promedios de las mismas son ordenadas de forma
ascendente y se determina el error estdndar de cada promedio:

MS

=l
=]
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Donde MS, es la media de cuadrados y n es el nimero de elementos por tratamiento. A
partir de Ia tabla de intervalos significativos de Duncan se obtienen los valores r « (p, f) para
p= 2,3..., a. Donde a es el niimero de tratamientos, «¢s €l nivel de significacion y f es el
nimero de grados de libertad del error. Estos intervalos deben transformarse en un conjunto
de a-1 minimos intervalos significativos Rp para p= 2,3....a, calculando:

Ro=ro(p,f)Syi Parap=123,..a

Se prueban las diferencias observadas entre las medias, comenzando por el valor més alto
contra el més pequefio, comparando la diferencia con el intervalo minimo significativo Ra
Después se calcula la diferencia entre el valor més alto y el segundo mis pequefio y se
compara con el intervalo significativo R, , Este procedimiento continda hasta que todas las
medias han sido comparadas. Si una diferencia observada es mayor que el intervalo minimo
significativo correspondiente, se considera que la pareja de medias es significativamente
diferente.

Para el andlisis se realizaron las siguientes consideraciones:
» En los experimentos la variable de respuesta fue la remocion de azufre.

¢ Los ensayos se realizaron por triplicado.
= Se probd la independencia de los datos, normalidad y la igualdad de las variancias.
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Resultados

5.1 Produccién de biomasa

5.1.1 Efecto combinado de la fuente de carbono, nitrogeno y azufre

El objetivo principal al formular un medio de cultivo, consiste en proporcionar al
microorganismo los nutrientes en cantidades apropiadas para su desarrollo. Por lo tanto el
medio debe contener carbono, nitrégeno, hidrégeno, oxigeno, fosforo, azufre, calcio y
potasio en forma de compuestos que sean asimilables para la bacteria. Ademas, ¢l medio
debe contener pequefias cantidades de metales como son el fierro, magnesio, manganeso,
zing, etc.

El punto inicial para la preparacion del medio de cultivo, fue utilizar un medio mineral
(Olson. 1993) o] cual proporcioné los nutrientes inorgénicos necesarios para el crecimiento del
microorganismo. Se probaron diferentes combinaciones de fuentes de carbono, nitrégeno y
azufre, para determinar cual era la formulacién mds adecuada para el crecimiento de
Rhodococcus rhodochrous.

Los diferentes medios de cultivo se planearon y ejecutaron de acuerdo al disefio factorial
que se muestra en el anexo HI A. Los datos obtenidos de los experimentos se sometieron a
un analisis de varianza.

En el caso de los medios que emplean extracto de levadura no se observaron diferencias
significativas entre el medio que se le adiciond sulfato y el medio sin sulfato. Esto se
explica porque el extracto de levadura contiene aminodcidos y compuestos azufrados que
puede emplear la bacteria. Sin embargo se encontré que existe una variacion por la fuente
de carbono. Se realizé una comparacion utilizando la técnica estadistica de intervalos
miltiples de Duncan, el andlisis sefiala que el glicerol presenta resultados
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significativamente mayores que los aziicares y el etanol. Resultado que se observa al
comparar las figuras 5.1,5.2 5.3 y 5.4,

Al comparar los medios con extractos de levadura y cloruro de amonio, el andlisis
estadistico sefiala que en relacién a la fuente de nitrégeno, el primero presentd mayor
crecimiento. Por otra parte existe una interaccién importante con la fuente de carbono y el
compuesto nitrogenado. El mejor resultado se presenté al utilizar glicerol y extracto de
levadura (figura 5.1).

En los medios que utilizaron cloruro de amonio como fuente de mnitrégeno, el disefio
factorial sefiala que existe variacion por la fuente de azufre y la de carbono. En relacién a la
primera, el andlisis indica que los medios formulados con sulfato de sodio presentaron un
mayor crecimiento con respecto a los que contenfan DBT. Esto es, porque el
microorganismo asimila méds facilmente el primer compuesto. Por otra parte, existen
diferencias con respecto a la fuente de carbono. Realizando comparaciones por la prueba de
intervalos miltiples de Duncan se encontré que el glicerol y la glucosa presentan los
mejores resultados.

~ - 4 - -EXL,Sulfato — {1 - EXL,sin sulfato
-~ 4% - -NHrato, sulfato - - % - -Nitrato,DBT

16 1

14 4 N

—
n
"

*

10 + ’
8 4 4
6' .
4 4 5t
2 4 ___‘l“,.:-'D
0 Heazmin i =

- X
] 22 18 72

Absorbancia (550 nm)

Tiempo {h})

Figura 5.1 Crecimiento de Rhodococcus rhodochrous en diferentes fuentes de nitrégeno y azufre
en medios formulados con glicerol al 1 %.
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==~ EXL,Sulfato — 41 — EXL,sin sulfato
— =4 ~— Nitrato, suifato - - ¢ - -Nitrato,DBT

Absorbancia (550 nm)

[ 24 48 72

Tiempo (h)

Figura 5.2 Crecimiento de Rhodococcus rhodochrous en diferentes fuentes de nitrégeno y azufre
en medios formulades con glucosa al 1 %.
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Figura 5.3 Crecimiento de Rhodococcus rhodochrous en diferentes fuentes de nitrégeno y azufre
en medios formulados con sacarosa al 1 %.
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Figura 5.4 Crecimiento de Rhodococcus rhodochrous en diferentes fuentes de nitrégeno y azufre
en medios formulados con etanol al 1 %.

Los resuitados indican que la fuente de nitrégeno es la que tiene mayor efecto sobre el
crecimiento del Rhodococcus. Los valores de biomasa mas altos se presentaron al emplear
el extracto de levadura (tabla 5.1).

Tabla 5.1 Biomasa en peso seco del Rhodococcus rhodochrous
en diferentes formulaciones de medio.

NH,Cl Extracto de
levadura
DBT | Na;SO, | Na;SO, Sin
sulfato
Glicerol 1% 1.6 1.9 8.1 79
Glucosa 1% 14 1.8 4.2 4.1
Sacaresal 1.3 14 39 4
%
Etanol 1 % 1.5 1.9 4 3.8
Datos en g/l

Se realizé también una prueba del efecto de la concentracion de la fuente de carbono en
medios formulados con cloruro de amonio y DBT. No se observé una diferencia
significativa en la produccién de biomasa por el aumento de la concentracion de la fuente
de carbono. Sin embargo, los resultados sefialan que la fuente de carbono mas propicia para
la obtencién de biomasa es el glicerol, seguida de la glucosa, independientemente de que la
concentracion utilizada sea del 1 6 3 %. Los resultados se presentan en la tabla 5.2 .
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Tabla 5.2 Biomasa en peso seco de Rhodococcus rhodochrous
en diferentes fuentes de carbono.

Fuente de carbono Concentracién de la fuente de carbono
1% 3%
Glicerol 1.6 1.8
Glucosa 1.4 1.5
Etanol 13 1.3
Sacarosa 1.5 1.5
Datos en g/l,

En funcién del anélisis de resultados, se seleccioné emplear el medio de sales, con extracto
de levadura y glicerol. Por otra parte es importante sefialar que este medio se utilizé
Unicamente para la propagacién de la biomasa.

5.1.2 Cinética de crecimiento de Rhodococcus rhodochrous en MBS

Los estudios cinéticos son necesarios para entender el comportamiento de cualquier
fermentacién y en general consisten en la medicién o estimacién de las velocidades de
sintesis celulares, formacion de productos y de los efectos de! medio ambiente sobre estas
velocidades.

El crecimiento de las poblaciones bacterianas estd limitado normalmente por el agotamiento
de nutrientes o bien por la acemulaciéon de productos tdxicos del metabolismo. Como
consecuencia la velocidad de crecimiento disminuye y €l crecimiento se detiene.

La figura 5.5 muestra la cinética de crecimiento del Rhodococcus rhodochrous en el medio
basal de sales con glicerol, cloruro de amotino y DBT at 0.1 % , se observa que la fase de
crecimiento exponencial inicia aproximadamente a las 48 horas y se prolonga hasta las 96
horas.

1.8 1
1,6 1
1,4 1
1,2 -

0,8 -
0.6 -
0,4 -
0.2 -

] v r v v J
0 24 48 T2 96 120

Tiempo (h}

Peso seco en git

Figura 5.5 Cinética de crecimiento de Rhodococcus rhodachrous en el MBS, cloruro de amonio, glicerol
alt % yDBT al 0.1 %.
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A partir de la curva de crecimiento se pueden determinar algunas variables importantes

como la constante de velocidad de crecimiento p(Stmen 1950)

_Inb,-Inb,

1
t, —t e

o

Donde “b” es la masa celular en g/l y “t” es el tiempo en horas, el subindice “0” indica el
inicio de la fase exponencial y el “1” sefiala el termino de la fase exponencial.

Otro parametro importante es €l tiempo de generacién (ecuacién 5.2) el cual indica el
tiempo requerido para que el mimero de células en uan cultivo se duplique.

ty = In2 (5.2)
n

Utilizando las ecuaciones anteriores se calculd la constante de crecimiento y el tiempo de
duplicacién del microorganismo en el medio de cultivo propuesto.

B =00228h™
t;=302h
El valor calculado indica qgue el microorganismo crecié muy lentamente en relacion a otras
bacterias aerobias S 190 ademiss de que la cantidad de biomasa producida es baja. Es
importante sefialar que ¢l experimento se realiz6 a nivel matraz, por lo que es de esperar
que al realizar la cinética en un fermentador instrumentado, el tiempo de duplicacién

disminuya, debido a que existe una mejor transferencia de nutrientes, oxigeno y un mejor
control del pH y la temperatura, lo cual debe favorecer el crecimiento del microorganismo.

5.2 Pruebas analiticas

5.2.1 Pruebas de solubilidad

Los cuatro metabolitos estudiados son compuestos no polares, por lo que para su andlisis se
requiere utilizar cromatografia de fase reversa, en la cual se emplean metanol, acetonitrilo
y/o agua como solventes.

Los resultados experimentales indican que los estdndares no son solubles en agua ni en la
mezcla de metanol con agua. Al emplear metanol puro los compuestos se disolvieron
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lentamente y fueron completamente solubles en acetonitrilo al 100 %, asi como en la
mezcla con agua ai 50 %.

La bibliografia indica que el DBT presenta una baja solubilidad en agua ™" '**¥, debido a
que es un compuesto no polar y por lo tanto es de esperar que ios compuestos semejantes
como la suifona del DBT, el 2,2-bifenol y et 2-hidroxibifenilo, también sean poco solubles.

Los resultados permitieron determinar €l empleo de un gradiente agua acetonitrilo como

fase mévil, con el fin de crear una diferencia de polaridades que permitiera la separacion de
los compuestos.

5.2.2 Perfil de estdndares en Ultravioleta (UV)

En las siguientes figuras se presenta el perfil de absorcion en el espectro UV, de los cuatro
metabolitos de interés disueltos en acetonitrilo.

nm
200 240 280 320 360

Figura 5.6 Espectro de absorcién del 2,2-bifenol (BF) en acetonitrilo.
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i ! [ | 1 i i i am
200 240 280 320 360
Figura 5.7 Espectro de absorcién del dibenzotiofeno (DBT) en acetonitrilo.
i Y T T | LI T om
200 240 280 320 360
Figura 5.8 Espectro de absorcion del 2 hidroxibifenilo (HBF) en acetonitrilo.
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200 240 280 320 360 T

Figura 5.9 Espectro de absorcién de la sulfona del DBT (DBTS) en acetonitrilo.

El perfil sefiala que el miximo de absorcién para el 2,2-bifenol es de 205 nm, para el DBT
235 nm, en el caso del 2-hidroxibifenilo se tiene un intervalo maximo de 200 a 250 nm y de
280 a 295, para la sulfona del DBT se tienen 200-235 y de 250 a 280 nm. La seleccion de la
longitud onda, se basé en aquella condicién que permitiera la deteccién de los cuatro
componentes, por lo que en primera instancia se probaron 238 y 230 nm como longitud de
onda. Sin embargo, conforme ésta disminuia, la sensibilidad del equipo era mayor y se
detectaban sefiales de impurezas de los estindares (la pureza de los estindares utilizados era
aproximadamente del 98 %), que interferian en la determinacién, por lo que se aumenté
gradualmente la longitud de onda. Finalmente se decidié emplear 245 nm en el detector del
HPLC, aunque no es €l méximo de absorcion para todos los compuestos, dicha longitud
permitid la identificacion de los 4 compuestos y se elimind la interferencia por impurezas.

5.2.3 Separacion y cuantificacion de los metabolitos

La figura 5.10 muestra el cromatograma de los estdndares de los posibles intermediarios de
la desulfuracion dei DBT realizada por Rhodococcus rhodochrous, asi como del naftaleno
(pico 4) el cual fue utilizado como testigo interno para fines cuantitativos.

El método se validé de acuerdo a los procedimientos establecidos para el aseguramiento de
la calidad e %89 probandose su exactitud, precision y repetibilidad. La mezcla de
estandares se inyect varias veces en el cromatégrafo determindndose el promedio y la
dispersion del tamaiio de los picos con respecto al testigo interno. Los datos se encuentran
en el anexo L
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Figura 5.10 Cromatograma de los esténdares: (1)
DBTS, (2) BF, (3) HBF, (4) Naftaleno, {(5) DBT.

Para cada uno de los compuestos se determiné un intervalo lineal de detecci6n (tabla 5.3).

Tabla 5.3 Intervalo lineal de concentraciones detectables en HPLC .

No de pico Compuesto Concentracién Concentracion
minima (mg/ml) maxima (mg/ml)
1 DBTS 0.040 0.160
2 DHBF 0.040 0.160
3 HBF 0.024 0.79
4 DBT 0.024 0.82
5 Testigo interno 0.27 mg/ml
naftaleno

La técnica descrita permite una fécil identificacién y cuantificacién de estos compuestos, a
diferencia de otras metodologias S 197 g4 ge requiere cambiar las condiciones del
detector para analizar en la misma corrida los 4 compuestos. El método es aplicable para
evaluar la capacidad desulfuradora de diferentes tipos de microorganismos.

Lo mas relevante del método desarrollado radica en el andlisis del DBT vy los intermediarios
metabdlicos en el mismo medio de cultivo, con la adicién de acetonitrilo para solubilizar
los compuestos organicos. En otras técnicas como la de cromatograffa de gases, el DBT y
los productos de la desulfuracién tienen que ser extraidos de la muestra adicionando un
solvente orgénico (tolueno), realizando la extraccién repetidas veces. La fase acuosa se
separa y se concentra el compuesto evaporando el solvente O™ 19 Egia merodologia es
laboriosa y tiene como principal desventaja que existen pérdidas porgue la extraccién no es
del 100%. Se realizaron pruebas de luminiscencia (el DBT fluorece en presencia de luz
ultravioleta) y se comprob6 que al realizar esta técnica, el DBT se adhiere a las paredes del
recipiente que se emplea para la extraccidn, lo que provoca errores en la cuantificacién.
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Por otra parte se realizaron pruebas de eficiencia del método propuesto, utilizando como
testigos 3 ensayos con 20 mg de DBT disueitos en 20 ml del medio basal de sales, se
adiciond acetonitrilo, se centrifugé y el sobrenadante se analizé en el HPLC, se determiné
la concentracién a partir de la curva de calibracién y se calculé el porcentaje de error
respecto a la concentracion inicial (20 mg), el cual fue menor al 5 %. En las pruebas de
luminiscencia no se detectaron residuos en el recipiente donde se solubilizé el DBT.

5.2.4 Determinacion de la actividad desulfuradora de Rhodoceccus rhodochrous

El método se ha utilizado para determinar la actividad del Rhodococcus rhodochrous en
estudios de biodesuifuracién. En la figura 5.11 se muestra un cromatograma de un medio
basal de sales con DBT, después de la actividad del microorganismo.

Naftaleno

HEF DBET

U

Figura 5.11 Cromatograma del HBF y el DBT.

Los resultados del cromatograma mostraron la disminucién del DBT y la presencia del 2-
hidroxibifenilo como un producto de Ja desulfuracién. En ninguno de los cromatogramas,
de los diferentes ensayos, se detectaron picos de otros metabolitos involucrados en la via de
desulfuracién como la suifona del DBT o el 2- bifenol.

5.3 Pruebas de actividad

5.3.1 Velocidad de remocién del DBT

Al realizar una cinética es importanie conocer Ias velocidades que tiene un microorganismo
para producir algin metabolito o bien degradar cierto sustrato. Es importante ademis
determinar si la actividad metabélica de interés esti asociada al crecimiento.
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En la figura 5.12 se observa la curva de remocién del DBT, en las primeras 48 horas no se
presenta actividad, a 1as 72 horas se detectd actividad desulfuradora, teniéndose la actividad
méxima alrededor de ias 96 horas.
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Figura 5.12 Velocidad de remocion del DBT por Rhodocaccus rhodochrous en MBS.

Es importante seftalar que la actividad desulfuradora del microorganismo coincide con la
fase exponencial {figura 5.5), lo que podria indicar la utilizacién del azufre para su
crecimiento. Tomando en cuenta que el tiempo de duplicacién del microorganismeo, la
utilizacion del azufre fue lenta.

5.3.2 Efecto del pH

Ademds de conocer los nutrientes necesarios para el cultivo del microorganismo, también
es conveniente estudiar las condiciones fisicas del medio en donde la bacteria pueda
desarrollarse mejor. El pH es una de estas variables y tiene gran influencia en la actividad
de las enzimas, por lo gue es importante determinar el pH éptimo para la desulfuracién.

Se realiz6 una comparacién de medias de tratamientos por la prueba de intervalos miiltiples
de Duncan (anexo II B). Los resuitados indican que el pH 6.5 y 7 fueron equivalentes,
siendo los que presentan mayor porcentaje de remocion, mientras que al emplear medios
con pH 5 y 8 la actividad fue significativamente menor (figura 5.13).

Castorena Cortés Gladys Teresa 50



Capitulo 5

%
]
70 -
&0
50 |
40 -
30 - -
20 .

10:I I—I |

0 ks _ .-

5 6.5 7 8 pH

% Remocién

Figura 5.13 Efecto del pH en la actividad desulfuradora
de Rhodococeus rhodochrous en MBS.

Para la prueba se realizé 1a medicién del pH antes y después de la incubacion para los
diferentes valores de pH empleados. Los resultados se observan en la tabla 5.4.

Tabla 5.4 Cambio de pH en la fermentacion.

pH inicial pH final
5 5
6.5 5
7 5
8 8

Los medios formulados con pH 5 y 8 no variaron al finalizar el ensayo, lo cual corrobora la
poca actividad microbiana, al no ser una condicién favorable para su crecimiento. En
contraste, los medios con pH 6.5 y 7 presentaron al final una acidificacién, probablemente
por los metabdlitos acumulados, como pueden ser iones sulfato.

5.3.3 Efecto de la fuente de carbono

En la figura 5.14 se puede observar el porcentaje de DBT removido en el medio en funcién
de la fuente de carbono.
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Figura 5.14 Efecto de la fuente de carbono en la actividad desulfuradora.

Se realiz6 la comparacién de medias de los datos obtenidos por la prueba de intervalos
miltiples de Duncan (anexo I C). Los resultados indican que no se observaron diferencias
importantes por Ia concentracién de las fuentes de carbono, es decir que el porcentaje de
remocion fue semejante al utilizaglos al 1 6 3 %, sin embargo, difieren en relacion al tipo de
fuente de carbono. El anélisis indica que el glicerol junto con la glucosa se presentan como
las mejores fuentes de carbono para la formulacién de medio, dando resultados equivaientes
(L glicerol = I glucosa) THiEREras que tos medios formulados con etanol y sacarosa, el porcentaje
de remocién fue significativamente menor.

5.3.4 Efecto de la concentracion inicial de indculo

Segiin la ecuacién 5.1 (ver 5.1.2) la produccién de microorganismos esta en relacion a su
concentracion inicial, por lo tanto a mayor inéculo, mayor cantidad de microorganismo y
por consecuencia mayor desulfuracién.

En la figura 5.15 pueden observarse los resultados de la prueba de actividad de
diferentes.concentraciones de inéculo de Rhodococcus rhodochrous.

% EHermocion

14 8 4 3 2
Concentracion en g/l de (2 suspension de inédculo.

Figura 5.15 Efecto de la concentracién inicial del microorganismo.
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Los resultados se analizaron por la prueba de Duncan para la comparacién de medias. Se
encontré que la actividad estd en relacién con la concentracién inicial de indculo y que los
ensayos de 14 y 8 g/l en peso seco son semejantes (Anexo III D), mientras que en los demds
casos la actividad baja conforme disminuye la concentracion inicial de la bacteria. Se puede
estimar entonces que una concentracién de microorganismo de 8 g/l (peso en gramos que
corresponde a 14.5 unidades de absorbacia) es suficiente para la remocién de 1 g/l de DBT.

5.3.5 Reutilizacion de la biomasa

En la figura 5.16 se observa una disminucién paulatina de la remocién del DBT por
Rhodococcus rhodochrous, 1a cual puede explicarse por una pérdida de actividad por las
resiembras continnas. Debe aclararse que se realizaron pruebas cualitativas para determinar
st el solvente podfa afectar al microorganismo, el ensayo consistié en dejar biomasa ¢n una
mezcla de acetonitrilo-agua 50/50 durante varias horas, posteriormente se sembrd la
biomasa en cajas de petri y 3 incubé, dando como resultado la aparicién de colonias a las
72 horas, es decir que la bacteria permanecié viable, sin embargo se debe considerar que el
acetonitrilo puede producir cierto grado de toxicidad a las células y que esto afecte su
capacidad desulfuradora.
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Figura 5.16 Efecto en Ia remocién del DBT por la reatilizacién de la biomasa
de Rhodococcus rhodochrous en MBS .

La bibliografia reporta que la cepa IGTS8 de Rhodococcus es estable y conserva su
actividad a través de resiembras continuas®®** 1992 { 4 experiencia que se ha tenido con la
cepa es que la actividad desulfuradora se mantiene siempre y cuando se crezca en medios
con DBT o compuestos organosulfurados. Si se emplean continuamente medios ricos como
el extracto de levadura o medios con sulfatos la bacteria pierde la capacidad desulfuradora,
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posiblemente, debido a que la informacién se encuentra codificada en plasmido, por lo que
al no ser informacién esencial, ésta se puede perderse si no se utiliza.

Por otra parte se ha observado una disminucién de la actividad, por resiembras continuas de
la cepa (manipulacién por varios meses). De cualquier forma se puede establecer que para
condiciones de proceso el microorganismo puede reutilizarse por varios ciclos.

5.4 Pruebas de inhibicion
5.4.1 Inhibicion por sulfato

Los resultados de la figura 5.17, muestran que a concentraciones bajas de sulfato se
presenta remocion del DBT. Sin embargo, se observa que ia actividad disminuye, al utilizar
una concentracién de 0.1 g/l ia actividad decrece cerca del 50 %, a 0.5 g/ se pierde mas del
70 % de 1a actividad y a 1 g/l practicamente no hay remocién del DBT.

100 4
80 4
60
40 4

% RAemocién

0 0.1 0.5 1 2
Na,50, [+] A

Figura 5.17 Inhibicidn de la actividad desulfuradora de Rhodococcus rhodochrous por
la presencia de sulfato.

Trabajos realizados con Rhodococcus sp. 1GTS8 Fiddingon 1999)  qoralan que al adicionar
sulfato de sodio a una concentracién de 40 mg/l, la remocién del DBT se reduce un 80 %.
Los estudios realizados indican que las enzimas involucradas en la conversion del DBT a
HBEF son reprimidas por la presencia de metionina, cisteina o sulfato Mame. 19%6)

La biodesulfuracién del DBT tiene como objetivo principal para el microorganismo la
obtencién de azufre, el cual es incorporado a las rutas metabdlicas. De acuerdo al principio
de economia de la célula, cuando en el medio se presenta suficiente sulfato no se estimula
la sintesis de las enzimas involucradas en la desulfuracién.

En base a los resultados es importante que se considere en el proceso la remocién del
sulfato del medio, con el fin de mantener activo al microorganismo.
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5.4.2 Efecto de la concentracion del dibenzotiofeno

En la tabla 5.5 se observa que en todos los casos se presentd remocién del DBT. Sin
embargo, el porcentaje de desulfuracion con respecto a la concentracién inicial del
compuesto disminuyé a partir de 60 mg que corresponde a una concentracion de 3 g/l.

Tabla 5.5 Efecto de la concentracién del DBT en
la remocién por Rhodococcus rhodochrous.
Miligrames inicial Miligramos de Porcentaje de

de DBT DBT al final del Remocion.
M ensayo
5 0.25) Q.66 86.67
10 (0.5) 2.06 79.4.
20 (1.0) 2.69 86.48
40 (2.0) 4.3 80.16
60 3.0 23.66 59.83
100 (5.0) © 86.7 13.5

Esta disminucion en la actividad puede explicarse por la acumulacién sulfato, producto de
la desulfuracién, en el medio y como se indicd en el punto anterior, ia presencia de éste
inhibe la actividad de las enzimas involucradas en la desulfuracién, lo que trae como
consecuencia que el microorganismo no remueva mas azufre del DBT.

Es importante sefialar que una concentracién pequefia de DBT como es 0.25 g/i en el medio
fue suficiente para estimular la sintesis de las enzimas involucradas en la desulfuracién.

5.4.3 Efecto del 2,2-bifenol

El 2,2- bifenol es uno de los posibles productos de la desulfuracién del DBT (figura 3.3). Se
ha establecido que su presencia en el medio puede inhibir la actividad de las enzimas
desulfuradoras de Rhodococcus rhodochrous ¥iane. 1993 y Gallagher, 1993)

Los resultados sefialan que la presencia del hidroxibifenilo en el medio ocasiona una
inhibicién de las enzimas desulfuradoras, la cual se vio reflejada en la drastica disminucién
de actividad conforme aumenta su concentracion en el medio, al parecer las
concentraciones mayores a 1 g/l de BF ocasionan Ja pérdida total de actividad.,
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Figura 5.18 Inhibicién de la actividad desulfuradora de Rhodocaccus rhodochrous por
la presencia de 2,2-bifenol.

En la bibliografia se indica que ia actividad del extracto enzimético de Rhodococcus
erythropolis se ve inhibida por la presencia del 2,2-bifenol, este compuesto a
concentraciones | mM (0.18 g/1) puede disminuir la actividad desulfuradora hasta un 80 %.
(Oshiro. 1996) E] autor propone que los grupos hidroxilos de este compuesto son téxicos para
el microorganismo,

Es importante mencionar que las condiciones experimentales utilizadas por Oshiro y
colaboradores!'**®, fueron diferentes a las empleadas en el presente trabajo, ya que ellos
reportaron el uso de un extracto de células, a concentraciones bajas de DBT (0.18 g/1). En el
presente estudio se llevaron a cabo los experimentos con células completas y 1 gfi de DBT.
En funcién de los resultados se puede establecer que la pérdida de actividad, por la
presencia del 2-bifenol es menor con las células completas; aparentemente el
microorganismo puede desulfurar soportando mayores concentraciones del BF que el
extracto.

Por otra parte se observé que la densidad éptica de los ensayos fue similar, es decir la
presencia del bifenilo no afecté la produccion de biomasa (tabla 5.6), por lo se considera
que el efecto del compuesto solo actiia a nivel de las enzimas involucradas en la
desuifuracion. Sin embargo, el resultado debe considerarse con reserva, debido a que el
MBS no es favorable para el crecimiento.

Tabla 5.6 Efecto en la actividad desulfuradora de
Rhodococcus rhodochrous por 1a presencia de BF .
g/1 BF Densidad dptica Densidad éptica

del medio al del medio al
finalizar el ensayo finalizar el ensayo
0 0.115 0.512
0.1 0.109 0.535
0.5 0.098 0.489
1 0.103 0.460
2 0.112 0.0505
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5.4.4 Inhibicion por 2-hidroxibifenilo

El 2-hidroxibifenilo es el producto que se ha detectado en las pruebas la desulfuracién del
DBT (figura 5.11), por lo cual es importante estudiar el efecto que ejerce en la actividad del
microorganismo.
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Figura 5.19 Inhibicién de la actividad desulfuradora de Rhodococcus rhodochrous por
ia presencia de 2- hidroxibifenilo.

Oshiro y colaboradores"™® indican que el 2-hidroxibifenilo también inhibe la actividad

desulfuradora de Rhodococcus erythropolis. Esto coincide con los resultados
experimentales de este trabajo como se muestra en la figura 5.19. Se observa que la
presencia de éste compuesto ocasiona una pérdida de la actividad desulfuradora. A
concentraciones pequeiias (0.1 g/l) no se observa un efecto importante en la remocién, pero
conforme su concentracién aumenta la remocién disminuye. A concentraciones mayores de
1 g/l no se detecté actividad.

Al igual que en ¢l caso del 2,2-bifenol, los valores de absorbancia al finalizar las 96 horas
de incubacidn, fue semejante para todos los ensayos (tabla 5.7), incluyendo los testigos, por
lo que posiblemente el 2-hidroxibifenilo no afecta la produccion de biomasa, pero ejerce
una inhibicién sobre las enzimas desulfuradoras.

Tabla 5.7 Efecto en la actividad desulfuradora de
Rhodococcus rhodochrous por la presencia de HBF.
g/l HBK Densidad éptica  Densidad dptica

inicial final

0 0.101 0.515
0.1 0.093 0.493
0.5 0.107 0.486
{ 0.104 0.463
2 0.102 0475
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5.5 Pruebas con diesel

5.5.1 Pruebas de desulfuracion con diesel

Se encontré en uno de los ensayos de diesel primario, Ia remocién de un 15 % del contenido
de azufre, este dato no se ha repetido y requerird pruebas posteriores para su comprobacién.
Es importante sefialar que el microorganismo utilizado como indculo, en este experimento,
s€ mantuvo en un medio sin azufre, con el fin de someterlo a condiciones de estres y que al
pasarlo al medio con diesel tuviera que metabolizar los compuestos azufrados, para
satisfacer sus requerimientos nutricionales.

El contenido de azufre en el diesel es del 1.8 % en peso, lo que representa 18,000 ppm,
mientras que las pruebas realizadas con DBT al 0.1 % contienen 0.017% en peso de azufre
es decir 173 ppm. En los ensayos con diesel al 10 % se tienen 1,800 ppm lo cual representa
una cantidad de azufre 10 veces mayor a la que se maneja con los ensayos del DBT. En el
punto 54.1 y 54.2 se probé que la actividad desulfuradora se inhibe al emplear
concentraciones altas de sulfato o DBT. Lo cual pudiera ser la explicacién de que el
porcentaje de azufre removido por el microorganismo sea bajo.

5.5.2 Pruebas con una fraccién azufrada del diesel

Para detectar en cromatografia de gases la disminucién de azufre por la actividad del
microorganismo (la cual es en ppm en el caso de los ensayos), es necesario aislar la fraccion
de diesel que sea rica en compuestos organosulfurados, con ¢! fin de eliminar la
interferencia de los compuestos restantes que conforman al combustible.

Los cromatogramas que se presentan a continuacion muestran los perfiles de una fraccién
aislada del diesel, rica en compuestos organosulfurados, antes y después de su tratamiento
don Rhodococcus rhodochrous (figura 5.20 y 5.21).
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Figura 5.20 Cromatograma de una fraccién de compuestos oragosulfurados del diesel disueltos
en dodecano y tolueno.
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Figura 5.21 Cromatograma de una fraccién de compuestos organosulfurados del diesel, disueltos
en dodecano y toluéno después de la interacciéon con Rhodococcus rhodochrous.
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La comparaciéon de perfiles muestra la desaparicién de ciertos compuestos azufrados
(aproximadamente de tiempo 10 al 15) lo cual sefiala que hubo una transformacién por la
actividad metabdlica del Rhodococcus rhodochrous. Debe mencionarse que en el cultivo
que sirvié de indculo a la prueba se detecté la presencia de hidroxibifenilo, indicativo de
una cepa activa. Lo mas relevante de la prueba fue demostrar que el microorganismo tiene
la capacidad de remover compuestos azufrados en diesel.
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Conclusiones

En este estudio se probd la capacidad para remover el azufre del diesel, de la bacteria
Rhodococcus rhodochrous IGTS8, utilizando como molécula patrén el dibenzotiofeno, el
cual es un compuesto representativo de las especies organosulfuradas presentes en dicho
combustible.

El tiempo de duplicacidn del microorganismo a nivel matraz y en un medio de sales con
DBT al 0.1% y glicerol al 1 %, fue de 30 horas.

La formulacién de medio de cultivo seleccionado para la propagacién del microorganismo
fue el medio basal de sales, glicero! al 1 % como fuente de carbono y extracto de levadura
al 3% como fuente de nitrdgeno.

La condicién mis adecuada para que el microorganismo desuifure, es utilizar el medio
basal de sales con glicerol o giucosa al {%, cloruro de amonio y DBT como vinica fuente de
azufre.

El pH éptimo para que el microorganismo desulfure es cercano 2l neutro (pH 6.5 2 pH 7).

Se comprob6 que Rhodococcus rhodochrous IGTS8 es capaz de metabolizar el
dibenzotiofeno y dar como producto de la desulfuracién hidroxibifenilo.

El tiempo necesario para que el microorganismo (a una concentracion de 8 g/l) desulfure el
90 % del DBT a 1 g/l es de 96 horas.

Los ensayos de inhibicién indicaron que la remocién de azufre del DBT por Rhodococcus
rhodochrous, disminuye hasta un 50 % a una concentracién de 0.1 g/l de sulfato. Por otra
parte, la presencia de 0.5 g/l de 2,2-dihidroxibifenilo o del 2-bifenol, en el medio, provoca
que la remocidn disminuya aproximadamente un 60 %. A concentraciones mayores de 1 g/l
de sulfato, hidroxibifenilo o bifenol se inhibe completamente la actividad desulfuradora.

Las pruebas en diesel sefialan que la cepa puede remover compuestos organosulfurados, sin
embargo el porcentaje es relativamente bajo.
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Conclusiones

El proceso de desulfuracion se presenta como una alternativa para eliminar el azufre de los
combustibles y asi disminuir las emisiones contaminantes de biéxido se azufre. Esta
tecnologia tiene como ventaja sobre el proceso de hidrodesulfuracién, menor consumo de
energia al trabajar a presidn y temperatura ambiente, minimas pérdidas del poder calorifico
del combustible, operacion segura y facilidad de manejo de los residuos generados.

La biodesulfuracién no ha podido llegar a realizarse a escalas mayores debido a la
complejidad que presentan los procesos bioldgicos por los sistemas de regulacidén
enzimitica, la estabilidad de la cepa y que atin faltan conocimientos sobre la bioquimica de
Ja desulfuracion.
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De acuerdo con la experiencia obtenida en la presente investigacién, el desarrolio del
proceso de biodesulfuracién de hidrocarburos requiere de varios estudios, entre los que
destacan:

Biotecnologia

Se tiene que contemplar ¢l estudio de otros microorganismos con capacidad desulfuradora.
Una opcién son las bacterias aisladas.de hidrocarburos en refinerias del pais, las cuales
est4n adaptadas a las condiciones de los combustibles nacionales. Por lo cual es importante
realizar estudios para evaluar su actividad con respecto a Rhodococcus.

La ingenieria genética puede conducir a la obtencién de bacterias recombinantes, las cuales
tengan una alta capacidad de desulfuradora.

Otro de los campos en los que se debe investigar, es el aislamiento, purificacién e
inmovilizacion de las enzimas desulfuradoras.

Fermentacion

El desarrollo y la actividad de los agentes bioldgicos, dependen de las condiciones
ambientales como el pH, terperatara, oxigeno disuelto, mezclado, etc. Por limitaciones en
el trabajo no se realizé la evaluacién del efecto de las Gltimas variables, las cuales son
importantes para poder implantar el bioproceso.

El oxigeno es un elemento esencial en las fermentaciones aerobias. Un nivel bajo de
oxigeno disuelto en el cultivo, limita la tasa de crecimiento del organismo, asi como la de
actividad del mismo. En muchos casos el mantener determinada concentracién de oxigeno,
es la clave para el escalamiento del proceso. Por lo cual es importante su monitoreo y
control.

La importancia del control de temperatura radica en mantener un ambiente que permita un
éptimo crecimiento y/o actividad del agente bioldgico, ya que la operacién fuera del
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intervalo adecuado puede presentar desventajas, como la disminucién de la biosintesis,
dafio al microorganismo y en general una reduccién del rendimiento.

Una de las preocupaciones mds comunes en el desarrollo y escalamiento de los procesos
bioldgicos es una mezclado adecuado, que permita una buena transferencia de oxigeno y
nutrientes, asi como un contacto adecuado del agente biolégico con el hidrocarburo, para
que se realice la bioconvercién. Es importante mencionar que al trabajar con una mezcla
acuosa con una fase organica se forman una emulsién que dificulta la transferencia de masa.

Escalamiento

El escalamiento de procesos desempefia un papel de vital importancia en el éxito de las
biotecnologias por lo cual es necesario trasladar los esquemas de laboratorio a sistemas de
mayor escala. El estudio a nivel planta piloto permite visuvalizar la factibilidad técnico
econémica de los procesos antes de trasladarlos a un nivel de produccién. industrial.

El empleo de fermentadores instrumentados permite un control adecuado de las variables
ambientales y un monitoreo continuo de los cambios en la fermentacion. Permite ademads
estudiar el crecimiento y actividad del microorganismos en diferentes cultivos como son:
por lote, cultivo alimentado y proceso en continuo.

Es importante realizar €l analisis de la adecuacién del bioproceso, con el tren normal de

refinacién, a fin de que la adaptacién sea econdmica y fécil de operar. El punto crucial es
realizar la separacion del hidrocarburo de la fase acuosa.
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