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Resumen

Rhodococcus rhodochrous IGTS8 es un microorganismo que presenta la capacidad
de eliminar el azufre de la molécula dibenzotiofeno (DBT) y de los combustibles fsiles
liberando sulfatos (SO4) solubles en agua y a la molécula 2-hidroxibifenilo (2-HBP) a
través de la via “45” la cual requiere de oxigeno para su proceso metabélico. Como parte
de este trabajo se realizaron pruebas experimentales de crecimiento a nivel matraz de
Rhodococcus rhodochrous IGTS8 en DBT con la finalidad de conocer al microorganismo y
evaluarlo a diferentes concentraciones de diesel, para determinar si es aplicable a un
proceso biodesulfurador a gran escala, debido al alto contenido de azufre en los
combustibles fésiles, en este trabajo experimental se utilizd el diesel primario mexicano.
Este microorganismo presenta diferentes morfologias: coco, bacilo y pseudohifa esperando
obtener la misma capacidad de remocion de azufre en todo su pleomorfismo sin embargo,
en el estado de coco-bacilo se llevo a cabo la mayor remocién de DBT (98%) y de azufre
presente en el diesel (17.73%). El hecho de presentar diferente morfologia se debe a la
maduracién celular y a las condiciones del medio de cultivo en el cual se desarrolla el
microorganismo. Al aplicarlo a diferentes concentraciones de diesel se obtuvo un mayor
indice de remocién de azufre en la concentracién de 25% en el tiempo de crecimiento de 96
horas indicando estar en la ctapa final de la fase exponencial de crecimiento. Como parte
del estudio de este microorganismo resultara de gran interés estudiar los cambios en la
permeabilidad de la membrana en sus diferentes estados morfoldgicos, asi como el control
de la estabilidad de la forma de coco-bacilo, sin afectar su cualidad especifica de eliminar
azufre de las moléculas organicas provenientes de los combustibles fosiles.



Introduccion

Los estudios relacionados con la microbiologia del petréleo han evolucionado a
través de intensas investigaciones realizadas a partir de los afios 30°s cuando se
encontraron interacciones entre microorganismos y petrdleo. En 1940 el mayor interés fue
centrado sobre la posibilidad del desarrollo de microorganismos en la formacién de los
depdsitos de petrdleo (Atlas Ronald 1984). Entre las décadas de los 50's y 60’s el interés
de estudio se dirigié hacia diversos puntos de investigacién, por un lado estaba el
desarrollo del petréleo y por otro la degradacién del mismo, asi como la posible forma de
extraer el azufre a través de microorganismos (Strawinski, 1950; Zobell, 1953; Atlas R,
1934).

En la actualidad uno de los mayores problemas de contaminaci6n ambiental son las
emisiones de contaminantes atmosféricos producidos por las actividades de las
poblaciones urbanas. Estas emisiones conforman los elementos de un gran contenedor
natural en el que ocurren complejas reacciones fotoquimicas que dan lugar a la formacién
de compuestos oxidantes como el ozono, poliaromaticos nucleares y otros, asi como la
formacién del 4cido sulfhidrico y acido nitrico constituyendo el fenémeno de luvia 4cida.
Las fuentes de emision de estos contaminantes son principalmente los automéviles, Ia
industria ligera y pesada y los expendios de gasolina (Bravo y col., 1991),

A causa de los efectos nocivos ireversibles a todos los ecosistemas acuaticos y
terrestres provocados por la contaminacion que existe sobre todo por el elevado porcentaje
de azufre en los productos combustibles del petroleo, las compaiiias petroleras de todo el
mundo han intentado remover el azufre por métodos quimicos y fisicos utilizando plantas
de hidrotratamiento que separa el azufre por medio de altas temperaturas y presiones, sin
embargo, este método de desulfuracién no es del todo eficiente debido a que no alcanza a
eliminar el azufre de ciertas moléculas organcazufradas.

Por esta razén la investigacién cientifica ha abierto una nueva puerta hacia la
remocion de azufre a través de microorganismos los cuales no requicren de altos costos
operacionales y presentan habilidad de tomar moléculas organoazufradas que pueden ser
recalcitrantes para el sistema del hidrotratamiento. Ello a causado gran interés por parte de
las compafiias petroleras de todo el mundo, logrando que subsidien los proyectos de
investigacion, los cuales han llegado a desarrollar a nivel planta piloto procesos de
biodesulfurizacién eliminando 90% del contenido de azufre en el diesel en un tiempo de 6
horas (Kilbane 1.J.1990).

En este proyecto se utilizé a la bacteria Rhodococcus rhodochrous IGTSS la cual
utiliza al dibenzotiofeno (DBT) como fuente de azufre por la via metabélica 4$
(sulfoxido/sulfona/sulfonato/sulfato) siendo especifica por atacar los enlaces C-S con lo
cual obtiene energia para su crecimiento, ademas de extraer el azufre de los combustibles
fosiles, sin alterar las propiedades calorificas del combustible.

En el presente trabajo sé evaluaron los parametros cinéticos que presenta el
microorganismo en su crecimiento y actividad en DBT para aplicarlo al diesel primario
mexicano.

El microorganismo a estudiar presenta un polimorfismo diferencial, por esta razon,
se evaluaron sus distintos estadios con respecto a la actividad desulfuradora en DBT.



Objetivos

Objetivo general

Estudiar el mecanismo de la disminucion de azufre presente en el diesel primario 2
través de un proceso biologico.

Objetivos particulares

Determinar el rendimiento, capacidad metabdlica y condiciones Optimas para el
desarrollo de Rhodococcus rhodochrous IGTS8 como agente de un posible bioproceso,
especificamente para diesel primario mexicano.

Realizar el seguimiento analitico de la- eliminacion y oxidacién det DBT como

compuesto modelo para la biodesuifuracion con el microorganismo Rhodococcus
rhodochrous 1GTSS.

Evaluar la actividad desulfuradora del microorganismo frente al diesel a nivel
matraz.



Marco tedrico

1. Caracteristicas del petréleo.

1.1 Composicién quimica del crudo.-

El petréleo es una mezcla de compuestos quimicos del tipo hidrocarburo en estado
slido, liquido y gaseoso que se encuentra en depdsitos de rocas sedimentarias a través del
mundo. En estado crudo tiene un valor mineral, y cuando es refinado provee de
combustibles liquidos y gaseosos de alto valor comercial, como solventes, lubricantes y
muchos otros productos (Speight, 1991).

La composicion elemental del petroleo es variable debido a que crudos provenientes de
distintos yacimientos, incluso pozos muestran distinto contenido de carbén, hidrogeno,
oxigeno, nitrogeno y azufre (Speight, 1980); Tabla # | Composicidn del petréleo.

Sobre las bases moleculares del petréleo, éste contiene hidrocarburos, los cuales
presentan compuestos organicos con azufre, nitrégeno y oxigeno, ademas de constituyentes
metélicos estos en muy baja proporcién y dependiendo de las distintas proporciones en el
petrdleo determina la naturaleza y por consiguiente el procesamiento que requiere el
combustible crudo para su destilacién, (Speight G. J. 1991).

La inclusion de los compuestos organicos de azuftre, nitrogeno y oxigeno presentes en el
crudo provocan mezclas méas complejas causando problemas a la industria de refinacion
cuando se presentan en altas cantidades.

Una clasificacion de los componentes del petréleo es la siguiente:

Hidrocarburos saturados: Alcanos lineales y ramificados (parafinas) y cicloalcanos
(naftenos)
Hidrocarburos aromaticos: Aromiticos puros, cicloalcanoaromdticos (naftenoaromaticos)
Resinas y asfaltenos: Formados por la fraccion policiclica de alto peso molecular,

tienen incluidos atomos de N, S y O
Hidrocarburos insaturados  Alquenos (olefinas) y alquinos (acetilenos), estos son muy
€SCas0s

l.a distribucién del contenido de hidrocarburos saturados es de 60% y esta
relacionado con los aceites “parafinico nafténico™; los hidrocarburos aromaticos se
encuentran entre un 40-45%, normalmente éstos y los naftenoaromaéticos son el segundo
grupo mas importante de los constituyentes de la fraccién que hierve por arriba de 210°C,
su contenido varia desde 20-45% en peso (Tissot y Welte, 1982).

.2 Componentes de los hidrocarburos.-

En 1930 se establecid una clasificacién general de los componentes de aito peso
molecular de los hidrocarburos presentes en el petroleo, los cuales son los siguientes:
Familia de las parafinas
Familia de las nafias,



Familia de los aromaticos y

Familias de las olefinas y acetilénicas.

La familia parafinica presenta hidrocarburos saturados con cadenas lineales Yy
ramificadas, pero sin ninguna estructura anillada; por ejemplo:

CH, (CH,), CH, Cadena lineal de parafina
CH, CH, CH, (CH,),, CH, CH CH, Cadena ramificada de parafina
CH,

La proporcién de parafinas en el crudo varia dependiendo de donde provenga éste,
sin embargo, regularmente decrece con el incremento del peso molecular promedio del
petrdleo,

En las gasolinas el contenido de parafinas es alto, alrededor del 80%; en los aceites
y lubricantes presenta 30%.

La familia naftalénica presenta hidrocarburos saturados conteniendo uno o mas
anillos, teniendo cada uno de los cuales una o mas cadenas parafinicas a los lados
(conocidas como cadenas aliciclicas también llamadas nafienos). R

oy

Alquil ciclopentano Alquilciclohexano
Ciclo;exano Decahidronaﬁalen:o

R= Compuestos organicos
La proporcién de hidrocarburos naftalénicos varia con el tipo de crudo y en general
constituyen una cantidad sustancial en el petréleo.

La familia aromadtica presenta hidrocarburos que contienen uno o mas nicleos
aromaticos en sistemas de anillos, Jos cuales pueden ser enlazados o substituidos por

cadenas parafinicas y/o anillos de naftaleno. '

Benceno Naftaleno Fenantreno



Las olefinas son hidrocarburos con formula general CH,, o alquenos, son
insaturados porque contienen menos cantidad de hidrogeno para balancear la saturacién del
atomo de carbono y por lo general se encuentran en las fracciones destiladas del petrdleo.

CH,-CH=CH, Propeno
CH,-CH,-CH=CH, Butilenc

Regularmente las olefinas se encuentran en las fracciones destiladas del petroleo,

Otra clase de hidrocarburos insaturados son los acetilenos los cuales presentan una
triple ligadura entre los carbonos (-C=C-). Raramente se encuentran en el petréleo crudo
debido a que presentan reactividad muy alta por sus enlaces insaturados, tanto los acetilenos
como las olefinas son unidades moleculares basicas en la industria petroquimica, para la
elaboracién de polimeros los cuales utiliza la industria en general, p.e. para fabricar el
nylon, tubos de PVC, etc.

La familia de los aromdticos es de los compuestos mads importantes que se
encuentran en el petréleo estin basados en el benceno representado por un anillo de seis
carbonos los cuales se encuentran asociados por una alteracién de enlaces simples y dobles,
Este anillo es una estructura simétrica y es mis estable o menos reactiva debido a sus tres
enlaces insaturados, debido a la estabilidad de la aromaticidad que presentan estos
compuestos.

Benceno

Los atomos de hidrogeno pueden ser reemplazados por otros dtomos o grupos, por
ejemplo:

CH,

Metilbenceno

O puede estar fusionado con mas aniltos r

Naftaleno Antraceno Fenantreno



También se encuentran derivados de compuestos con multianilios no condensados
tales como el bifenil,

Todos los crudos presentan compuestos aromaticos en porciones variadas desde 10
hasta 50% o mas alto. La mayoria de estos compuestos aromdticos presentan cadenas
parafinicas, anillos de naftaleno y anillos aromaticos de un lado u otro.

En general el incremento en el peso molecular promedio de estas sustancias va en
proporcion a la cantidad de anillos aromaticos y a la presencia de compuestos pesados por
ejemplo cadenas lineales o ramificadas con 50 & més tomos de carbono y metales.

Anilisis elemental del petréleo de acuerdo a su composicién quimica; procedente de
diferentes localidades.

Tabla 1.-Analisis del petréleo crudo

Composicion (Yspeso)
(s [ e | onts | orts ] oras
‘ 0.6 08 5.7

Venezuela 82.5 10.4
{Speight 1991}

1.3 Composicién del diesel primario mexicano.-

El diesel es un corte de destilacién proveniente del petroleo, el cual se presenta en el
intervalo de 200-450°C, ver (tabla # 2); en esta fraccion las especies predominantes son los
alquilsulfuros, alquil-aril-sulfuros y los alquil-aromaticos-disulfuros; entre los que se
encuentran isomeros de benzotiofenos y dibenzotiofenos estos ultimos representan el
40.90% del total de los compuestos organosulfurados presentes en la fraccién del diesel
(Aguilar 1997). Esta ubicuidad de los derivados aromaticos del tiofeno en los crudos ha
provocado el uso del dibenzotiofeno (DBT) como campuesto modelo en las investigacidnes
de biodesulfuracion del petréleo (Kilbane 1988-95, Monticello 1989-97, Kim et al; 1993,
Grossman et al: 1994-95, entre otros) debido a que no se logra desulfurar por medio del
hidrotratamiento; presenta baja reactividad por la deslocalizacion de los electrones en el



anillo bencénico provocando mayor estabilidad molecular y dificultad en la transformacion
por métodos quimicos (Klyachko, 1992). Sin embargo, se utilizan otros compuestos tales
como bifenilo, naftaleno, salicilato, tritiano y compuestos con impedimentos estéricos, p.e.:
el 4.6-dietildibenzotiofeno (4,6-DEDBT), el cual presenta sustituciones alquilicas
adyacentes al atomo de azufre (Isbister er af; 1985).

Tabla 2.-Composicidn de la fraccion 250°-300°C (diesel)

Clase de crudo | %Parafinico | %Nafténico | %5 Aromitico | %Ceras | % Asfalto
Parafinico 46-61 22-32 12-25 1.0-1.5 0-6
Parafinico-Nafténico 42-45 38-39 16-20 1-6 0-6
Nafténico 15-26 61-76 8-13 Traza 0-6
P-r:f‘i:ri::::::niw 27-35 36-47 26-33 0.05-1 0-10
Aromitico 0-8 57-78 20-25 0-0.5 0-20
(Speight 1991).

En las tablas 3 y 4 se observan los resultados cuantitativos de la composicion del
diesel que se encuentra en la fraccién de destilacion de 200-450°C proveniente del crudo
Maya (que es una mezcla de diferentes corrientes de crudo dindole la condicion de ser el
mds pesado), obtenidos de la separacién por cromatografia de adsorcion, indicandose la
subfraccién o familia funcional y el tipo de clases quimicas que presentan (Aguilar M. y
Leyva M. 1997).

Tabla 3.- Composicion de diesel por familias quimicas

Subfraccién Tipo de hidrocarburos % presente en el diesel
Fracci6n saturada Alifaticos y aliciclicos 75.01
Fraccion aromatica Polinucleares aromaticos, 20.00

poliaromaticos sulfurados, compuestos
polinucleares aromaticos sulfurados

Fracci6n nitrogenada Compuestos poliaromaticos 1.50
nitrogenados

Fracci6n oxigenada Poliaromaticos oxigenados 2.30

Total recuperado 98.81

% en peso mecuperado de cada fraccion, obtenida de la separacién sobre alumina neutra, promedio; cinco determinaciones.




Tabla 4.- Composicion de la fraccidon aromatica del diesel

Fraccion % presente en el diesel
Hidrocarburos poliaromaticos 7.44
Hidrocarburos poliarométicos sulfurados 2.81
Compuestos polinucleares aromaticos sulfurados 6.37
Total fraccién*aromatica 16.72

Compoasicion de 1a parte aromatica en fracciones que contienen a las especies organosulfuradas. Los vatores son dados en
% peso. (*) corresponden a valores semejantes obtenidos para la fraccion aromética en Ia tabla anterior.,

El % en peso de azufre presente en las muestras de diesel es de 0.025 a 1.37.

1.4 Componentes no hidrocarbonados.-

El petréleo presenta cantidades apreciables de constituyentes no hidrocarbonados
principalmente azufre, nitrdgeno y oxigeno contenidos en los compuestos organicos y en
suspenciones coloidales como sales orgdnicas, ademas de presentar metales como el niquel,
vanadio, entre otros. Estos constituyentes aparecen en todo el intervalo de la ebullicién del
petroleo, pero tienden a concentrarse principalmente en las fracciones pesadas y en los
residuos no volatiles.

1.4.1 Compuestos azufrados.-

El azufre es el tercer constituyente atomico més abundante de los crudos después del
carbono e hidrogeno se presenta en las fracciones intermedias y pesadas; por esta razon, los
compuestos azufrados se encuentran entre los mas importantes constituyentes
heteroatémicos del petréleo, contribuyen a la generacién de la alta densidad del crudo; el
contenido de azufre varia desde 0.04% para una parafina ligera hasta 6% o mas para los
crudos pesados (Speight 1991). Sin embargo, la distribucién del azufre en las diferentes
fracciones del petroleo varia de un crudo a otro.

Los compuestos de azufre identificados en la fraceién ligera e intermedia de los
crudos (hasta C,;) pertenecen a 4 clases principales en distintas cantidades.

a) Tioles 6 mercaptanos

b) Sulfuros

<) Disulfuros

d) Derivados del tiofeno.

Tioles

La mayoria de los tioles ticnen peso molecular bajo menos de ocho atomos de
carbono; pueden considerarse como derivados del sulfuro de hidrégeno por medio de la
sustitucién de un radical alquilo o cicloalquilo por un dtomo de hidrégeno.

Sulfuros



Pueden considerarse como derivados del sulfuro de hidrogeno mediante la
sustitucion de dos dtomos de hidrogeno por grupos de alquilo; generalmente son escasos.

Disulfuros

Tienen una estructura similar a los sulfuros pero el puente de azufre se compone de
2 dtomos de azufre en lugar de uno algunos cuantos se han identificado en el intervalo de
peso molecular bajo p.e., ditiabutano y ditiahexano.

Derivados del tiofeno

El tiofeno es un anillo insaturado de cinco miembros formado por un azufre y
cuatro carbonos; el propio tiofeno es muy escaso, pero los benzotiofenos, dibenzotiofenos y
benzonaftotiofenos (formados por un anillo de tiofeno y uno, dos 6 tres anillos benceno,
respectivamente}, son constituyentes importantes de todos los crudos de alto contenido de
azufre, se encuentran en pequeiia cantidad en los crudos de baja cantidad de azufre.

Ho y colaboradores en 1974 (Tissot y Welte, 1982) demostraron que los
dibenzotiofenos constituyen el principal grupo de los compuestos tiofénicos en crudos con
alto contenido de azufre.

Heteroatomos

Los elementos oxigeno, nitrégeno y azufre pueden encontrarse en nicleos
policiclicos arométicos con cadenas lineales o ramificadas; constituyen los extremos
pesados del petréleo y deben considerarse como los miembros extremos del alto peso
molecular de las series aromaticas y naftenoaromaticas. Cuando aumenta el peso molecular
por arriba de 700 es probable que contenga uno o mas heteroatomos , la concentracion de
O, Ny S es alta. Consecuentemente en el petrdleo pesado no existe una molécula pura
aromitica en el extremo pesado del petrdleo y todos los constituyentes contienen dtomos de
oxigeno, nitrégeno 6 azufre sustituyendo en ocasiones a los dtomos de carbono en la
estructura ciclica.

La tabla 5 proporciona los datos acerca de la nomenclatura y los tipos de
compuestos organoazufrados presentes en los combustibles fosiles.

1.5 Efectos del azufre en la industria petrolera y el medio ambiente.-

Los compuestos de azufre producen contaminantes primarios como el biéxido de
azufre (SO,) y el acido sulthidrico (H,S} los cuales proceden directamente de la combustién
de carburantes éstos al interactuar quimicamente con los componentes normales de la
atmésfera originan contaminantes secundarios como los sulfitos (SO,), el 4cido sulfirico
(H,50,) entre otros, dando como resultado el fendmeno de la lluvia cida (Seinfeld 1982);
provocando a la ecologia y medio ambiente, desde cambios dristicos en la naturaleza
floristica y faunistica de la tierra hasta la desaparicion de especies, p.e.

L. En la vegetacidn dafia los tejidos aéreos de los arboles, €! lixiviamiento foliar y
cambios en los procesos metabolicos.

2. Provoca toxicidad ¢ mutagénesis en muchos sistemas biolégicos (Tilka, y
Tetrahedron, 1960-1976).

3. En los animales se manifiesta con la sensibilidad a nivel cutinea, con pérdida de
pelo y sequedad de las vias respiratorias.

En la industria de refinacion:



1. Envenena los catalizadores incrementando el costo de proceso y parando el tren
de produccion.

2.- Corroe y destruye tuberias , equipos de refinacién y sistemas de transporte.

Tabla S.- Nomenclatura y tipos de compuestos orgnicos azufrados.

RSH Tioles (mercaptanos)
RSR' Sulfuros
S Sulfuros ciclicos
RSSR' Disulfuros
Tiofeno

Benzotiofeno

Dibenzotiofeno

D
O 10

Naftobenzotiofeno

R= Compuestos organicos lineales y/6 ramificados. { Speight 1991)
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1.6 Fundamentos tedricos de la hidrodesulfuracién.-
1.6.1. Fundamentos del procese.-

La hidrodesulfuracion catalitica es el proceso mediante el cual se reduce el
contenido de azufre presente en las diferentes fracciones del petréleo, por reaccién de estos
compuestos con hidrogeno en presencia de un catalizador a condiciones de operacion
convenientes (temperatura y presién altas); dando como resultado compuestos ficiles de
remover tales como el icido sulfhidrico e hidrocarburos saturados, ademas del amoniaco y
cloruro de amonio. Ademas de remover el azufre también remueve nitrégeno y oxigeno.

Dado que se efectiian reacciones de hidrogenacion, se obtienen incrementos en la
calidad de los productos hidrotratados por la remocién de compuestos contaminantes y la
disminucion en el contenido de compuestos insaturados logrando obtener la saturacién de
las moléculas, como por cjemplo, los compuestos aromaticos y olefinas entre otros. Esto
provoca un mejoramiento en el valor comercial de las gasolinas y el diesel, ademas de
mejorar el indice de viscosidad de los aceites lubricantes,

1.6.2 Reacciones quimicas de hidrodesulfuracion HDS.-

La hidrodesulfuracién de los compuestas organicos es una reaccion endotérmica e
ireversible bajo las condiciones de operacién empleadas en la industria de refinacion
(Temperatura de 290 a >540°C ; presi6n de 28 a 100 atmdsferas).

Estas reacciones se caracterizan por el rompimiento del enlace C-S, seguido por la
saturacion de los enlaces olefinicos y la formacion de 4cido sulfhidrico. En la figura I se
muestran algunas reacciones tedricas que pudiesen suceder en la HDS; sin embargo algunas
reacciones tales como en los compuestos arométicos la HDS no es muy eficiente.



Figura 1.- Reacciones teéricas en la hidrodesulfuracion
R= Radical orgfnico

A) Mercaptanos

RSH + H;-—-> RH + H,8

B) Sulfuros

R-S-R + 2H, > 2RH + H,$

C) Disulfuros

R-S-S-R + 3H, -——--> RH + R'H + H,$

D} Tiofenos

S

E) Benzotiofenos

\ /
R} ¢ (R - +H,S
S

F) Dibenzotiofenos




1.6.3 Desventajas de la hidrodesulfuracién.

La hidrodesulfuracién es en la actualidad, el proceso de eliminacién de -azufre
organico de los hidrocarburos convencional, sin embargo, presenta algunas desventajas en
cuanto al elevado costo del equipo por ¢l requerimiento de alta presidn y temperatura; el
envenenamiento de los catalizadores por el H,S resultante provoca un aumento considerable
en los costos de produccién.

Por otra parte la HDS no elimina el azufre de los compuestos que presentan
ramificaciones complejas tanto de Brupos aromaticos como de cadenas lineales limitando
de esta forma la eficiencia desulfuradora.

1.7 Biodesulfuracién (BDS) Fundamentos Teéricos
L7.1 Breve historia de la microbiologia del petréleo.-

Inicialmente los trabajos relacionados con la microbiologia del petréleo se
enfocaron a la interaccion de los organismos con los combustibles fésiles, por un lado hacia
el origen de la quimica de la transformacién de la materia organica en petroleo (Atlas,
1984) sugiriendo que esta transformacidn es debida a la actividad bacteriana que forma una
matriz compleja de los distintos grupos de hidrocarburos en sedimentos recientes, esto
influenciado por las condiciones geofisicas ¥ quimicas del medio en el cual se encuentran
inmersos. Y por el otro, en 1913 y 1925 Schngen y Tausson respectivamente iniciaron sus
trabajos con bacterias que oxidan a los hidrocarburos; tanto el gedlogo ruso Mogilevskii y
el microbiologo Butkevich indicaron que este tipo de bacterias serian una buena
herramienta para la industria del petréleo asi se dio comienzo a la investigacién de la
microbiologia del petréleo

Por otra parte, a partir de 1980 hasta la fecha, la integracion de la ecologia
microbiana, fisiologia, microbiologia, genética y molecular, ha contribuido al avance en el
aprovechamiento de los organismos que se encuentran presentes en los combustibles fosiles
para  aumentar su capacidad metabdlica ya sea de degradacion, desulfuracion,
denitrificacion, produccién de biosurfactantes entre otros; ademas de proporcionar los
fequerimientos nutricionales que necesitan los Microorganismos para un Gptimo
aprovechamiento.

1.7.2 El azufre en la materia viva.-

El azufre juega un papel importante en la gran variedad de actividades celulares, se
encuentra en la mayor parte de las proteinas, es componente en algunos aminoedcidos tales
como, la metionina o la cisteina y en una gran variedad de coenzimas; puede influir en la
determinacion de la estructura y funcién de las proteinas o presentarse como donador o
aceptor de electrones para la generacién de reacciones de alta energia (Davis er al., 1973;
Dayson, 1975; Grossman, 1995).

Muchos microorganismos utilizan el azufre de los aminodcidos cisteina y/6
metionina, pero también pueden utilizar el sulfato inorgénico {S0,) como tnica fuente de



azufre para sintetizar estos aminoécidos y también vitaminas que contienen azufre como la
tiamina, biotina, icido lipoico y proteinas ferredoxinas. A partir del azufre de la cisteina
pueden sintetizarse otros compuestos orginicos de azufre que van a contribuir a la
estructura  y actividad celular (Dyson, 1975; Brock, 1978). Representa el 1% en peso
celular (Huxtable, 1986; Atlas, 1989).

1.7.3 Fundamentos de la Biodesulfuracién.-

A partir de fos afios 30s, se realizan varios estudios con el fin de complementar la
HDS y aumentar la eficiencia de remocién del azufre con procesos bioldgicos, aplicados
antes de la combustion de los hidrocarburos, naciendo de esta forma el concepto de
biodesulfuracién, proceso por el cual se remueve el azufre, p.e., de los combustibles
(petréleo, carbdn y sus fracciones destiladas) y gases, entre otros, a través de la accion de
los microorganismos 6 sus enzimas, que en su mayoria son bacterias acrobias y anaerobias,
asi como algunas clases de hongos.

Estos estudios se iniciaron al observar que cxistia crecimiento microbiano en zonas
contaminadas de petrdleo; aislaron las cepas y realizaron pruebas de crecimiento utilizando
muestras de suelo, petréleo o carbén como fuente de azufre con medio liqguido mineral
{Maliyantz, 1935; Stravinski, 1950; Kirshenbaum, 1961; Sorkhoh, 1990), y en base a los
resultados concluyeron que se producian dos lineas de metabolismo que realizan la
conversion de los compuestos organosulfurados: un sistema aerobio/oxidativo, que produce
compuestos solubles en agua como los sulfatos y sulfitos; ¥ un sistema anaerobio/reductivo
en donde se reduce el carbon adyacente de la molécula del DBT y da la produccion de H,S,
siendo este un compuesto facil de remover por las plantas Claus de las refinerias; sin
embargo, por los requerimientos especificos tecnolégicos y la capacitacién de personal
especializado en esas fechas y en fas actuales no se ha logrado comercializar esta tecnologia
(Maliyantz, 1935; Kilbane et a/.,1989-92: Monticello ef al., 1985-94; Grossman et al.,
1995-96; Kulpa, 1996).

Hasta el momento se ha aislado un gran numero de microorganismos provenientes
de lugares contaminados con hidrocarburos, de origen petrolero, aguas termales sulfurosas
y aguas residuales industriales. (Maliyantz, 1935; Strawinski, 1950; Kirshenbaum, 1961;
Sorkhoh, 1990). Sin embargo no todos los microorganismos realizan de manera eficiente la
escision especifica det enlace C-S. Entre los principales microorganismos aislados podemos
citar a: Pseudomonas sp., Bacterium sp., Achromobacter sp., Clostridium sp., Alcaligenes
sp.. Micrococci sp., Proactinomycetes sp., Penicilium sp., Actinomycetes sp., Aspergillus
sp.. Bacillus sp., Rhodococcus sp..Beijerinkia sp. Desulfovibrio sp., ete. (Monticello et al.,
1985; Kim et al., 1990; Omori er al., 1992; Lee et al., 1995; Malik, 1978; Finnerty et al.,
1986).

Algunas de estas cepas presentan actividades optimas y estabilidad genética para
obtener una adecuada eficiencia de remocién de azufre y conservar el poder calorifico del
combustible,

En general se han descrito dos principales vias metabélicas de remocion de azufre:



1. La oxidativa rompe los enlaces C-S de manera especifica, produce compuestos
solubles en agua tales como los sulfatos y sulfitos; no afecta el poder calorifico del
combustible (Kilbane er al.. 1989-1992; Denome et al., 1993; Gallagher et al, 1993;
Campbell 1993; Omori er al.. 1994; Izumi er al.. 1994; Oshiro ef al., 1994, Grossman et al.,
1993-96; Kitchell er al.)

2, La reductiva no es especifica del azufre, rompe enlaces C-C; produce H,S facil de
remover por los sistemas de recuperacidn de azufre; provoca una disminucién en el poder
calorifico det combustible (Kim ez af., 1990; Pifferi 1990, Armmstong 1995; Lizama 1995).

1.7.4 Biodesulfuracién degradativa 6 reductiva.-

El proceso anaerobio degradativo requiere de una fuente de electrones, utilizando al
hidrégeno 6 al metilvioligeno como agentes reductores, para reducir al carbén adyacente
del azufre presente en la molécula aromatica y liberar al azufre rompiendo la estructura
molecular del compuesto aromaético (Kim ef al,, 1988). La remocion de los compuestos
azufrados se da en forma de mercaptanos y H,S; éste wltimo es colectado por las plantas de
recuperacién de azufre. A través de esta via se obtienen remociones del 25 a] 90% del
azufre total en los combustibles fosiles.(Kim er al.,1988; Pifferi et al., 1990; Lanzarini et
al.. 1994; Ammstrong et al., 1995; Lizama et al., 1995); sin embargo, Setti ef al., (1993),
demuestra que esta via no es muy eficiente debido a la baja remocién que presenta en las
molécuias aromaticas, menciona que remueve de manera mas eficiente el azufre presente en
las moléculas lineales o ramificadas. La via propuesta para este proceso se muestra en la
figura 2.

1.7.5 Biodesulfuracién oxidativa.-

Los organismos aerobios presentan la via “4S” propuesta inicialmente por Kee
Rheen 1987 (Kulpa, 1996) (Omori et al., 1992; van Afferden et al., 1990; Monticello et al
1996), en la cual es escindido el azufre del anillo aromético de la molécula dejando su
estructura intacta y liberando al medio sulfatos y sulfitos solubles en agua y un producto
metabélico el 2-hidroxibifenilo (2-HBP). Posteriormente Kilbane (1989), reporta que la
molécula de DBT es utilizada como fuente de azufre para crecer. Otros autores mencionan
esta via explicando que ademas de las caracteristicas mencionadas arriba, la molécula
aromatica no pierde su poder calorifico (Crawford ef al., 1990; Omori et al., 1992; [zumi,
1993; Campbell, 1993; Olson et al., 1993; Afferden ef al., 1993; Klein et al., 1994; Johason
et al., 1994; Wang et al., 1994),

En algunos trabajos se utilizaron bacterias tiodcidas: Thiophyso volutants,
Thiobacillus thioxidans y Thiobacillus thiioparus; realizando pruebas de remocién de
azufre en los combustibles fosiles, principalmente carbén a través de una columna de
corriente, por contacto estrecho de las fases bacteriana y combustible; obteniendo un 90%
de remoci6n en menos de 10 minutos de contacto.(Kirshenbaum, 1961).

Como se menciond con anterioridad existen diversos microorganismos capaces de
realizar el proceso de biodesulfuracién de manera eficiente, entre los que se puede
mencionar a diferentes especies de Pseudomonas spp., las cuales presentan un sistema de



desulfuracion oxidativo no especifico, en donde utilizan a los compuestos orginicos
azufrados y también degradan indistintamente a los compuestos hidrocarburos utilizandolos
como fuente de carbono, sin embargo, para que el organismo no degrade a los
hidrocarburos se les adiciona fuentes de carbono mas accesibles como la glucosa, logrando
asi una significativa reduccién del azufre en los combustibles fosiles.

Strawinski, (1950), realizé pruebas con este microorganismo obteniendo una
reduccién de 12.5% en el contenido de azufre proveniente del crudo de Arabia.

Diferentes autores , tales como Kodama et al., 1970; Setti er al., (1994), entre otros,
han realizado experimentos de crecimiento, remocién de azufre, asi como la aparicion de
productos metabdlicos con este microorganismo, obteniendo como producto final al 3-
hidroxi-2-formil-benzotiofeno, ademas de un producto al finalizar el crecimiento el DBT-
sulfona, sin embargo, este microorganismo no es especifico para €] anclaje del azufre de las
moléculas aromaticas azufradas.

En otros estudios relacionados con la eliminacién del azufre presente en las
moléculas aromaticas, Hartdegen et al., (1984), presolubiliza al DBT, obteniendo un
aumento en la actividad enzimdtica de! microorganismo para desulfurar 2 las moléculas
azufradas mencionando que es debido al transporte o 1a fijacién de la molécula de DBT a la
superficie de la membrana; disminuyendo asi la tension superficial, provocando un mejor
contacto entre el sustrato a desulfurar y un aumento en la concentracion celular (Hartdegen
et al., 1984).

Durante algin tiempo la mayoria de los investigadores realizaron pruebas de
remocién de azufre utilizando cepas puras, tanto silvestres como mutadas, obteniendo
indices de remocion de DBT alrededor del 90% y en combustibles reales obtenian
remociones de azufre que iban desde 12.5% hasta 90% (Strawinski ef al., 196 l; Kilbane et
al., 1992; Monticello et al., 1994); posteriormente decidieron realizar experimentos
utilizando combinaciones de microorganismos (Kilbane et al, 1993) que utilizé
combinaciones de dos cultivos microbianos de los géneros: Rhodococcus rhodochrous
Rhodococcus erytropholis, Enterobacter agglomerans, Enterobacter aerogenes, Klebsiella
sp., Acinetobacter sp., Pseudomonas putida, Bacillus sphaericus, encontrando que la
mezcla mds apropiada para remover el azufre es Rhodococeus rhodochrous 1GTSS Y
Bacillus sphaericus 1GTS9 ademas de observar crecimiento en concentraciones de 4 a 50%
de petréleo crudo; con lo que se Hlega a pensar que los sistemas mixtos son mas eficientes,
debido a la interaccidn que se puede dar entre ellos como un sistema de cooperatividad de
tipo nutrimental, en donde uno de los organismos pueda separar el azufre de las moléculas
organicas y el otro microorganismo realice la absorcion de éste azufre.

Todos estos estudios nos llevan a utlizar al Rkodococeus rhodochrous IGTS8 como
organismo desutfurador,

1.7.6 Rhodococcus rhodochrous IGTSS.

Rhodococcus rhodochrous 1GTS8 es el organismo con la mayor actividad hasta
ahora reportado (Kilbane ef al., 1992;Monticelo ef al., 1996; Grossman, 1996); presenta las
siguientes cardcteristicas:

a) Es un actinomiceto aerobio, gram positivo, perteneciente a la familia Nocardiae;
b) No produce esporas;



¢) Es pleomoérfico, el cual después de la formacion de un micelio primario se fractura
rdpidamente en bacilos y cocos;

d) La coloracién de colonias va desde amarillo crema hasta salmén;

¢) Presenta el quimiotipo de pared celular del tipo IV y contenido G+C de 59-69%.

f) El crecimiento y la estabilidad del micelio y su fragmentacion estd afectada por la
consistencia y composicion del medio de crecimiento, la temperatura'de incubacion y
otros factores similares. (Lechevalier, 1976; Goodfellow & Minnikin, 1977).

g) El anilisis quimiotaxondmico revela que la pared celular estd constituida de 4cido
diaminopimélico, teniendo icido tuberculoestedrico; ademds, siendo la mayoria de los
acidos grasos el icido palmitico, el palmitoleico y el estearico;

h) Es catalasa positivo y oxidasa negativo.

i} Crece en glucosa, maltosa, manitol, sorbitol, benzoato de sodio, lactato de sodio,
testosterona, L-tirosina, glicerol y acido p-hidroxibenzoico como fuentes de carbén, y
no crece sobre inositol ni trehalosa; (Lechevalier, 1976; Goodfellow y Minnikin, 1977;
Sorkhon, 1990).

Este microorganismo fue obtenido de fuentes naturales tales como lodos contaminados,
aguas residuales, suelos contaminados de petrdleo crudo (Kilbane y Maka, 1988; Sorkhon
et al., 1990; Monticello et al., 1993).

Inicialmente lo aislaron con la cualidad de ser un organismo biodegradador de
hidrocarburos, posteriormente lo mantuvieron en cultive bajo condiciones continuas de
restriccidn de azufre y en presencia de dibenzotiofeno; este cultivo fue expuesto a un
mutageno quimico 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina (NTG) o por luz UV provocando una
mutacidn no dirigida a nivel plasmido; esta mutacién le confiere al microorganismo utilizar
a] dibenzotiofeno como fuente de azufre al metabolizarlo por la via “48" (Kilbane J.J.
1988-1990; Monticelle D. 1993. Kee Rheen 1987 (Kulpa, 1996) Figura 3. Gracias a su’
habilidad para obtener el azufre de material carbonaceo pulverizado se realizaron pruebas
con otras moléculas y para 1990 el microorganismo se utilizaba para desulfurar muestras de
petrdleo y sus fracciones derivadas (Monticello, 1993)

La via metabdlica tiene lugar en el citosol de las células (Omori et af, 1992;
Gallagher er al., 1993; Izumi et al., 1994; Ohshiro er al., 1994; Denome, 1994; Monticello
et al., 1996); a través de un complejo multienzimatico que depende del oxigeno para
realizar la via completa; la identificacidn, secuenciacién, expresion y clonacién de los genes
se realizo en la cepa IGTS8B. El operdn esta constituido por tres genes nombrados dsz A, B y
C (por desulfuracién} en donde la proteina DBT-moncoxigenasa (DBT-MO) del gen dszC
provoca la primera etapa de la via, oxidando al DBT en DBTO,; la proteina DBTO,-
monooxigenasa (DBTO,-MO) que es codificada por el gen dsz A realiza la conversion de
DBTO, a HPBS y la proteina 2-(2-hidroxifenil)bencenosulfinato desuifinasa (HPBS
desulfinasa) codificada por el gen dsz B produce al HPB y azufre inorganico (S0,); a pesar
de las técnicas genéticas tan avanzadas, este sistema catalitico no es muy claro (Denome et
al., 1993-1994; Sunairi et al., 1993; Piddington et al., 1995; Gray et al., 1996).
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Material y métodos:
2.1 Microorganismo de estudio y condiciones de cultivo,-

2.1 1 Rhodococcus rhodochrous 1GTSS

Rhodococcus  rhodochrous inicialmente S¢ presenta com¢ un organismo
biodegradador de hidrocarburos por lo que ha sido seleccionado de una gran variedad de
cultivos bacterianos provenientes de distintas fuentes incluyendo lodos de aguas residuales,
lodos activados provenientes de aguas de sisternas de tratamiento de las refinerias, suelos
contaminados de carbén y coleccion de cultivos de laboratorio; estos microorganismos son
tratados bajo estrictas condiciones de ausencia de azufre, sustituyendo con compuestos
orgénicos azufrados, siendo el mas utilizado dibenzotiofeno, gracias a los esfuerzos
realizados por Kilbane et al.,1985, Finnerty er al., 1985 y Monticello et al., 1985, sobre los
microorganismos mas habiles para tomar el azufre de los compuestos organicos se logrd
obtener un microorganismo mutado, estable y con la habilidad de escindir los entaces C-S
de las moléculas organosulfuradas llamado Rhodococcus rhodochrous IGTSS el cual se
encuentra y se adquirié en American Type Culture Collection (ATCC) con nimero de
registro 53968.

2.1.2 Condiciones de cultivo

Las condiciones de cultivo se refirieron a las establecidas por Kilbane y Maka
(1985), Menticello, et al., (1985), Kilbane y Bielaga (1990); Olson er af (1993), en donde el
microorganismo se crecié en un precultivo constituido de caldo nutritivo 8g/l, se incubé por
96 horas para estandarizar el crecimiento, se procedi6 a tavar tres veces utilizando el medio
basal de sales (MBS) propuesto por los autores arriba mencionados que consistié de los
siguientes reactivos: K,HPO, 4g, Na,HPO, 4g, MgCl-6H,0 0.2g, CaCl,2H,O 0.001g,
FeCl,-6H,0 0.001g, por litro de agua destilada desionizada, pH 6.8-7. La fuente de carbono
utilizada fue glicerol al 1% (P/V) y dibenzotiofeno (DBT) como fuente de azufre.

La biomasa obtenida del precultivo se centrifugé a 10,000 r.p.m. a 4°C en una
centrifuga Beckman modelo J2-21M/E. Al obtener el botén celular éste se resuspendié en
100 ml de MBS, y se utilizd en posteriores pruebas.

2.2 Conservacion del microorganismo:

Un método para conservar al microorganismo fue resuspender el botén celular extraido del
precultivo en 30 ml del siguiente medio de conservacion: KH,PQ,, 3g; K,HPQ,, 7g; Citrato
de sodio, 0.5g; MgSO,, 0.1g; glicerol al 50% (*.); en un litro de agua desicnizada
(BIBLIO). Esta suspencion celular se colocéd en viales estériles sellados y guardados a -
70°C.

Otra forma de conservacion a corto plazo de utilizacion fue, en tubos slant los cuales

contenian agar, 15g; dextrosa, 3g; caldo nutritivo, 8g; en un litro de agua desionizada;
después de solidificado el agar se adiciona DBT 0.1%; los tubos fueron inoculados con una
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asada e incubados en una incubadora modelo VWR, 1740 duplex a 35°C hasta Ja aparicién
de crecimiento después se guardaron a 4°C.

2.3 Pruebas experimentales de crecimiento de Rhodococcus rhodochrous 1GTSS.

2.3.1 Determinacién de la concentracién éptima del inéculo para observar las 3 etapas
de maduracién en la fase exponencial.

Para estas pruebas se utilizaron cuatro variables de diferentes concentraciones de
indculo: 1%, 2%, 3%, 4% (V/V) del precultivo; una prueba de crecimiento fue inoculada
con un mililitro del precultivo en cada matraz lo que equivale al 1%; al inocularse con esa
cantidad, los matraces presentaron una densidad Optica inicial de 0.01 a 550 nm. La
siguiente prueba fue inoculada con dos mililitros del precultivo lo que equivale al 2%,
presentando una densidad 6ptica inicial en los matraces inoculados de 0.05 a 550 nm.

Otra fue inocular con tres mililitros del precultivo equivalente al 3% dando una densidad
dptica inicial de 0.1 a 550 nm.

La ultima de estas pruebas se inoculé con cinco milititros del precultive obteniendo una
densidad éptica inicial de 0.4.

Se utilizaron 124 matraces con 50 ml de medio MBS y 1% {P/V) de glicerol como fuente
de carbono maés 0.1% de dibenzotiofeno (DBT) como fuente de azufre; 2 matraces para
cada tiempo de muestreo ¢l cual se realizé cada 12 horas durante 192 horas para cada una
de las cuatro variables. Cada prueba tenia sus blancos, es decir, medio sin organismos. Los
matraces estaban intregrados con una celda para medir densidad optica 2 550nm con un
espectrofotémetro Hach modelo DR/2000. Ya inoculados se colocaron en agitacién
{Agitador New Brunswick) a 100 r.p.m. a 30°C. '

A cada uno de los matraces de cada prucba se les midié lo siguiente: )

2) Medicién turbidimétrica determinando la densidad dptica a una longitud de onda de 550
nm.

b} Conteo celular en placa para medir las unidades formadoras de colonias (UFC), de cada
matraz por duplicado, las cajas fueron incubadas a 30°C C en una incubadora modelo VWR
1740 duplex. Después de 24 horas se realizb el conteo de colonias.

¢) Tincién de gram para verificar la pureza del cultivo; ademas de observar los cambios
morfoldgicos del microorganismo.

2.3.2 Determinacion del efecto de la fuente de azufre sobre el crecimiento del
microorganismo.

Para determinar el efecto de la fuente de azufre orgénico e inorganico y la ausencia
de azufre sobre el crecimiento del microorganismo se inocularon 45 matraces con 50 mi de
MBS y 1% (P/V) de glicerol como fuente de carbono mas la fuente de azufie en cada
prueba experimental de crecimiento del microorganismo; la cantidad de inoculo fue de 2 ml
para cada matraz con una densidad Gptica inicial estandarizada de 0.05 a 550nm. Para estas
pruebas se utilizaron 3 matraces para cada tiempo de muestreo el cual se realizé cada 12
horas durante 192 horas para cada una de las tres variables: azufre inorganico (Na,S0, a
20mM), azufre organico (0.1% de DBT) y sin azufre. Cada prueba tenia sus blancos, es
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decir, medio sin organismos. Los matraces estaban intregrados con una celda para medir
densidad Gptica a 550nm con un espectrofotémetro Hach modelo DR/2000. Ya inoculados
se colocaron en agitacién (Agitador New Brunswick) a 100 r.p.m. a 30°C.

A cada matraz (3X) de los muestreos se realizé lo siguiente:

a) Medicion turbidimétrica determinando la densidad dptica a una longitud de onda de 550
nm,

b) Conteo celular en placa para medir las unidades formadoras de colonias (UFQC), de cada
matraz por duplicado, las cajas fueron incubadas a 30°C C en una incubadora modelo VWR
1740 duplex. Después de 24 horas se realizé el conteo de colonias.

¢) Tincién de gram para verificar la pureza del cultivo; ademas de observar los cambios
morfolégicos del microorganismo.

d) A las 96 horas de crecimiento uno de los matraces de cada prueba se centrifugd y se lavéd
tres veces con solucidn salina al 0.85% y al matraz de la prueba con DBT se le agregd una
solucion de hexano al 15% para disolver al dibenzotiofeno y separarlo de los
microorganismos; posteriormente se procedic a secar las muestras en una estufa Fisher
Isotemp 500 Series a 120°C por 24 horas, las muestras se enviaron al laboratorio central del
Instituto Mexicano del Petréleo (IMP) para el analisis elemental de! microorganismo.

Los métodos utilizados son los siguientes:

Método de prueba para la determinacion de carbono, nitrégeno y oxigeno en sélidos
y liquidos IMP-QA-208; este método se emplea para determinar C, H, N y O en muestras
cuya descomposicion suceda como méximo a 1150 °C; se resume de la siguiente manera:
La muestra, ya preparada se coloca en una de las 49 posicienes del alimentador automético
de muestras que a su vez la introduce al tubo de combustién de cuarzo, empacado con CuQ
a una temperatura de 1050 °C dando origen a la formacién de 6xidos de nitrégeno (Nox.),
CO, y agua, que luego son transportados por una corriente de helio a un tubo de cuarzo a
650 °C empacada con cobre elemental donde se efectita la reduccién de los 6xidos de
nitrégeno gaseoso y posteriormente son trasladados al detector de conductividad térmica,
proporcionando en forma automatica los resultados en % en peso de carbono, hidrégeno v
nitrégeno. Para determinar oxigeno la muestra se prepara de la misma forma que para CHN
se alimenta 2 un tubo de cuarzo empacado con carbon a temperatura de 1140 °C,
efectuandose una pirélisis y dando Iugar a la formacién de CO para luego ser transportada
por una mezcla de 95% de nitrégeno y 5% de hidrégeno ( como gas de arrastre) a un
fotdmetro de infrarrojo donde se efectiia la deteccién de CO, proporcionando el resultado
en % en peso de oxigeno. El registro de las mediciones, documentacién y evaluacién se
basa en la curva de calibracién tanto para el modo CHN como para el modo O. El equipo
utilizado es un analizador CHN-O RAPID HERAUS cuenta con una computadora Hewlett
Packard 9123, con un monitor HP 15I] TOCHSCREEN, una impresora HP THINKJET y
una microbalanza Perkin-Elmer AD-4 autobalance como equipo auxiliar para efectuar este
método de prueba.

En cuanto a la determinacion de azufre se utilizé el método IMP-QA-202, se resume
como sigue: La muestra se pesa en un crisol y se quema en un homo de combustién en una
atmésfera de oxigeno en donde el azufre es oxidado a 80,; la humedad y el polvo son
retenidos en dos filtros y el SO, producido en forma gaseosa es medido por un detector de
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infrarrojos, la calibracién programada y el peso de la muestra son enviados al
microprocesador, el cual se encarga de calcular el resultado del analisis para ser proyectado
e impreso en la consola del equipo de control. El equipo utilizado es un Sistema Leco para
azufre modelo SC-32 equipado con una consola de control.

2.4 Seguimiento analitico de l1a eliminacién ¥y oxidacién del DBT por Rhodococcus
rhodochrous IGTSS para el proceso de biodesulfuracion.

2.4.1 Determinacién de la actividad desulfuradora en los diferentes estados
morfolégicos del microorganismo en DBT.

La realizacién de estas pruebas se fue dando al observar los cambios morfol6gicos
Que se dieron en el microorganismo a través de las cinéticas de crecimiento y remocién de
azufre en el dibenzotiofeno.

Para cada una de las pruebas de crecimiento y remocién del azufre del DBT se

utilizd un lote de 15 matraces por duplicado para cada tiempo de muestreo ¢l cual se realizg
cada 12 horas durante 192 horas mas el blanco, los cuales contenfan 50 mi de MBS v 1%
(P/V) de glicerol como fuente de carbono més 0.1% de DBT como fuente de azufre,
En cuanto al inoculo, se utilizé de 12 manera antes descrita para la primera prueba siendo la
concentracion inicial de 2% para cada matraz con una densidad oOptica inicial estandarizada
de 0.05 a 550nm; las posteriores cinéticas fueron inoculadas utilizando como inoculo e]
matraz del ultimo muestreo de la cinética anterior con una densidad Optica inicial en todas
las pruebas de 0.05 a 550nm; posteriormente se colocaron en agitacién (Agitador New
Brunswick) a 100 r.p.m. a 30°C.

Durante todos los cambios morfolégicos presentados en las diferentes pruebas de
crecimiento se les realizé lo siguiente:
a) Medicidn turbidimétrica determinando 1a densidad optica a una longitud de onda de 550
nm.
b) Conteo celular en placa para medir las unidades formadoras de colonias (UFC), de cada
matraz por duplicado, las cajas fueron incubadas a 30°C en una incubadora modelo VWR
1740 duplex. Después de 24 horas se realizé el conteo de colonias,
¢) Tincién de gram para verificar la pureza del cultivo; ademés de observar los cambios
morfoldgicos del microorganismo.
d) Pruebas de remocién de DBT que se realizaron de la siguiente manera:

A los matraces de! tiempo de muestreo correspondiente se les adiciond 1S mi (de §
en 5 ml) de una solucidn de antraceno-tolueno | /1, agitando de manera vigorosa durante 10
minutos, posteriormente se procedié a extraer la muestra colocandola en embudos de
separacion, dejando reposar el tiempo necesario hasta que las dos fases se observaran de
. mancra clara, la fase orgénica se colocd en frascos ambar ésta contenia al DBT disuelto; la
fase acuosa se colocé en frascos normales y se enviaron al laboratorio central para
cuantificar sulfatos. La fase organica se inyect$ en un cromatdgrafo de gases Perkin Elmer
8500, presenta detector de ionizacién de flama con columna HP-1 fase no polar con
dimensiones de 30mts x 0.3mm de didmetro intemo, el volumen de inyeccidn fue de Spul.
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2.4.2 Cuantificacién de la remocién del DBT por Rhodococcus rhodochrous IGTSS e
identificacion del producto 2-hidroxibifenilo,

La cuantificacién de la remocién del dibenzotiofeno se realizé como se indicé en el
inciso (d} del punto anterior.

Posteriormente cuando se observé un pico diferente en el cromatografo se mando al
laboratorio central del IMP a realizarle un estudio de espectrometria de masas para
identificar el compuesto observado en e! cromatografo de gases. El resumen de la técnica es
el siguiente: se utiliza un Sistema de Cromatografia de Gases (CG) Hewlett Packard 5890
Serie [T con Detector Selectivo de Masas 5971; las condiciones de anlisis son:

a) Temperatura inicial 40°C del horno del CG a 0 minutos

b} Incremento de temperatura de 10°C por minuto

¢} Temperatura final de 270°C durante 10 minutos

d) Lacolumna es una HP5S MS

1) Seinyectan 0.2 pl de la muestra al cromatégrafo de gases,

2) La columna separa la muestra

3) Con forme salen los efluentes de la columna hacia el detector son bombardeados por
iones, provocando que las moléculas se ionicen , esta nube de iones se separa por medio
de un cuadrupolo detectados con un multiplicador de electrones,

4) Las sefiales son captadas y procesadas por comparacidn de espectros realizados por la
computadora.

2.5 Pruebas de remocién de azufre en el diesel.

Las pruebas de remocion de azufre sobre el diesel, se realizaron de la siguicnte
forma;

a) Se utilizaron diferentes concentraciones de diesel/solucién salina al 0.85%; de 1:3, 2:2,
3:1; que equivalen al 25, 50 y 75% de diesel primario por triplicado agregando un
mililitro de inoculo con una concentracién de 1 x 10° Y/, en fase exponencial de
crecimiento y su respectivo blanco: se colocaron en agitacion (Agitador New
Brunswick} a 100 r.p.m. durante 24 horas a 30°C.

Transcurride este tiempo se procedid a extraer la muestra, colocindola en un embudo de

separacidén mandando la fase orgénica (diesel) al laboratorio central del IMP, el cual utiliza

el método ASTM D-4294 que cuantifica’ el azufre en productos del petrleo por
espectrometria fluorescente de rayos-X no dispersiva; a continuacion se resume el método:

i) La muestra es colocada en la radiacion emitida de una fuente de rayos X. La energia de

exitacion puede ser derivada de una fuente radioactiva ¢ de un tubo de rayos X.

1i) La exitacion resultante caracteristica de los rayos X es medida y el conteo acumulado es

comparado con conteos de muestras de calibracién previamente preparadas para obtener |a

concentracién de azufre en % masa.

i} Tres grupos de calibracién son requeridos para asegurar el intervalo de concentracién de

0.0 a 5% masa de azufre.
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iv) Los equipos utilizados son :

4)
5)
6)

7
b)

d)

€)

Analizador de fluorescencia de energia dispersa de rayos X,

Fuente de exitacion de rayos X con significante energia arriba de 2.5 KeV,

Taza de muestra removible equipada con una ventana de pelicula plastica transparente
reemplazante de rayos X y previniendo una profundidad de la muestra de al menos 3
mm, ‘

Detector de rayos X con alta sensibilidad en 2.3 KeV,

Filtros u otros medios de discriminacion entre radiacién de azufre Ka y otros rayos X,
Condiciones de sefiales electronicas que incluyan las funciones de conteo de pulso y
analisis de pulso de altura y por tltimo

Una pantalla ¢ impresora que registre en conteos % de azufre.

Cuando la muestra se encontraba emulsificada se procedia a centrifugar y separar
utilizando pipeta pasteur.

Se realizé una prueba de remocidn de azufre en diesel utilizando inoculo de las
diferentes etapas de la fase exponencial de crecimiento de! microorganismo en DBT.

Se utilizaron tres matraces para cada prueba més su blanco, cada matraz contenia 25%
de diesel y 75% de solucién salina 0.85%, los tres matraces fueron inoculados con 1 mi
de muestra proveniente de una prueba comin de crecimiento del microorganismo con
DBT como fuente de azufre de diferentes partes de la fase exponencial (temprana,
media y tardia), las cuales ya se tenian identificadas en los tiempos de muestreo de 72,
96, 120 y 144 horas. Posteriormente, los matraces se colocaron en agitacién (Agitador
New Brunswick) a 100 r.p.m. durante 24 horas a 30°C.

Se extrae la muestra, colocindola en un embudo de separacién para que a la fase
organica (diesel) se le realicen los andlisis requeridos del % de azufre en el laboratono
central del IMP, el cual utiliza el método ASTM D-4294 antes descrito.

2.6 Estabilidad de la capacidad de Rhodococcus rhodochrous IGTSS para degradar
DBT.

Para revisar que ¢l microorganismo se encuentre viable y con la capacidad de

desulfurar se procedid a realizar la siguiente metodologia:

a)
b)
c)
d)

e)

a)

En placas con agar, 15g; dextrosa, 3g; por litro de agua desionizada, se le adicioné 250
pug/ml de estreptomicina antes de solidificarse,
Solidificado el agar se le adiciond 1 ml de una solucion de DBT 0.1%/ hexano
obteniendo la formacién de una pelicula fina de cristales de DBT en toda la caja,
Se sembrd con 1 ml de muestra tomada del matraz de crecimiento del microorganismo,
el sembrado de las cajas se realiz6 con una varilla de vidrio en formade L;
Las cajas se incubaron en una incubadora modelo VWR 1740 duplex a 35°C por 24
horas,
Se imradiaron bajo luz ultravioleta a 540nm, observando los halos flourescentes
formados alrededor de la colonia. Estas colonias se aislaron e incubaron en cajas y
tubos slant nuevos a 35°C.

Otra prueba para verificar ia estabilidad del Rhodococcus rhodochrous IGTSS fue:
Sembrar al microorganismo en cajas petri con agar, 15g; dextrosa, 3g; caldo nutritivo,
8g; por litro' de agua desionizada,
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b) Seincubaron a 42°C por 24 horas

c) Las colonias que lograron crecer se aislaban en nuevas cajas y tubos para trabajar con
estos en pruebas posteriores. Este método y el anterior sobre la capacidad del
Rhodococcus rhodochrous 1GTS8 para degradar el DBT son tomados de las técnicas
descritas por Monticello 1988 y Kilbane 1988, 1990, 1992.

La esterilizacién del material se realizd a 15 b de presidén por un tiempo de 20
minutos en un autoclave (Electric Pressure Steam Sterilizer Modelo No. 25X).

Para agitar los tubos slant y los tubos de diluciones para las UFC's se utilizé un
Vortex (Gene 2 Scientific Industries). )

El manejo de las muestras se realizd bajo una campana de flujo laminar EACI
ENVIRCO (ENVIRONMENTAL AIR CONTROL, Inc.}, la cual se limpié con fenol al 4%
cada mes y antes de utilizarla se limpié con etanol al 70%.

El compuesto DBT (dibenzotiofeno) fue adquirido de Aldrich Chemical Company
Inc., se esterilizé con radiacion de luz ultravioleta de 366nm durante 24 horas para ello se
requirio de una lampara Multibanda de rayos UV-254 modelo UVGL-25.

Para la extraccion de alicuotas de grado menor o igual a 1 ml se utilizaron pipetas
automaticas Eppendorf con una graduacién de 10u!-100pd y 100ul-1000pl con puntas
esteritizadas en la autoclave.

26



Resultados y discusiones

L- Concentracién éptima del indculo para observar las 3 etapas de maduracion en la
fase exponencial de Rhodococcus rhodochrous IGTSS.

El tamafio de in6culo es muy importante en lo que se refiere a crecimiento celular,
modifica los pardmetros cinéticos y la productividad del microorganismo de interés; por lo
que el proposito de estas pruebas fue determinar la concentracién adecuada de indculo para
identificar las tres etapas de la fase exponencial (temprana, media y tardia), esto con la
intencién de encontrar el momento preciso para obtener una mayor remocién de DBT y
aplicarlo al diesel; por otra parte se pretendié reducir la fase de adaptacién 6 fase lag. Los
resultados se observan en la figura 4.

10 | 1
j
E
=
2
g 1
s i
F 2%
% ;+3%
° | ——a%|
® o1 :
E !
g l
Qo ! i
!
0.01 . . r y —_
0 50 100 150 200 250

Tiempo (horas}

Figura 4. Crecimiento de Rhodococcus rhodochrous IGTSS en MBS con glicerol como
fuente de carbono y 0.1% de DBT como fuente de azufre, con diferente concentracion de
indculo: @, 1% /,; @,2%"/,; A, 3% ", vy, 4%/,
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La proporcidn del crecimiento microbiano esta caracterizada por la velocidad
especifica de crecimiento p la cual se define como:

1 dx

p=_
dt

donde X es la concentracién celular (g/1}, t es el tiempo (h} y p se mide en (k).
En la fase exponenciai se tiene lo signiente:

E = pX, X=X, cuando t=0

dt

Al integrar [a ecuacién anterior resulta:

In ___ _ pt, 0 X=Xpe*
X,

en donde X y X, son concentraciones celulares al tiempo t y t = 0.

El tiempo requerido para que la concentracién celular se duplique se muestra en la
siguiente ecuacion. El crecimiento exponencial esta caracterizado como una linea recta en
un papel semilogaritmo de In X contra tiempo.

Lnz _ 0.693

ld.= =

H n

donde t, es el tiempo de duplicacion celular.

En la tabla 6 se muestran los resultados de los parimetros cinéticos obtenidos
durante el crecimiento de R. rhodochrous IGTSS a diferentes concentraciones de inéculo.

Tabla 6, Efecto del tarnaiio del indculo en los pardmetros cinéticos de crecimiento de R.

rhodochrous IGTSS8
C.cm‘ccnlunc/ié:; de DO i B {h") 4 Tliempo de | Tiemgo :: fdur.acic'm
N icacion (h- ase
indculo (% */,) (550nm) uplicacion (h') cxpon:n ol (horas)
| 0.01 0.129 5137 84-96
2 0.05 0.042 16.5 0-72
3 0.1 0.029 23.9 0-84
4 04 0.033 21 0-36

Al observar la figura 4 y la tabla 6 se aprecia que al utilizar una concentracién de
inéculo muy pequefio de 1% obtenemos una densidad dptica inicial (D.0O.) de 0.01 a una
longitud de onda de 550 nm y una concentracion celular inicial de 5 UFC's/ml; la curva de
crecimiento se observa lenta en todas sus fases, sobre todo en la fase lag o de adaptacion la
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cual transcurrié durante 72 hrs; en la fase exponencial la velocidad especifica de
crecimiento es de 0.129h" y el tiempo de duplicacion es de 5.37h"; en la ctapa estacionaria
se obtuvo una densidad celular de 1x10° UFC's/ml en un tiempo de 132 a 156 horas, para
después ir en declive; lo cual nos indica que la concentracién utilizada en esta prueba tiene
relevancia importante por presentar una productividad muy baja en tan largo tiempo de
exposicion a los nutrientes; esto no significa que los microorganismos presenten baja
actividad sino que Ja cantidad de indculo es 1an pequeiia que las pruebas de anilisis no
alcanzan a detectar los cambios del crecimiento a esa concentracién.

En la prueba de 2% se obtuvo una densidad celular inicial de 1X10° UFC's/ml y una
absorbancia inicial de 0.05 a 550nm en la fase exponencial la velocidad de crecimiento fue
de 0.042h" y su tiempo de duplicacién fue de 16.5h™; en la fase estacionaria se obtuvo una
densidad celular de 1X10' UFC's/ml en el tiempo de 120hr.

Mientras que en la concentracién de 3% la absorbancia inicial fue de 0.1,
presentando 1X10° UFC's/m; en la fase exponencial se obtuvo una velocidad especifica de
crecimiento de 0.029h™ con un tiempo de duplicacion de 23.9h'; en la fase estacionaria se
obtuvo 1X10""UFC's/ml a las 108 horas.

Por dltimo la concentracién de 4% presentd una absorbancia inicial de 0.4 con una
densidad celular en el tiempo cero de 1X10°% en {a fase exponencial la velocidad especifica
de crecimiento fue de 0.033h" y el tiempo de duplicacién fue de 21h"'; la densidad celular
en la fase estacionaria fue de 1X10'° UFC's/m] a las 72 horas.

De los resultados anteriores se propone utilizar la concentracién de 2% en la cual se
observan de manera clara las tres etapas de ésta fase exponencial (temprana, media y tardia)
para determinar la mejor actividad desulfuradora del microorganismo; esto con la finalidad
de reforzar los trabajos de Kayser y colaboradores que en 1993 realizaron pruebas de
crecimiento con R. rhodochrous IGTSS utilizando una concentracién de indculo necesaria
para obtener 0.04 de absorbancia inicial a 550nm obteniendo un crecimiento en el cual les
fue posible analizar las diferentes etapas de la fase exponencial, identificaron que la etapa
tardia fue la méas Optima para que el microorganismo removiera el azufre del
dibenzotiofeno; asi pues, al comparar estos resultados con los obtenidos en esté trabajo
confirmamos que la concentracién seleccionada fue la correcta. Las posteriores cinéticas
con dibenzotiofeno se realizaron con la concentracién de 2% de indculo inicial.
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IL.- Efecto de la fuente de azufre en el crecimiento de Rhodococcus rhodochrous
IGTS8 utilizando Na,SO, y DBT.

En estas pruebas se intento determinar el efecto de la fuente de azufre inorganico y
del dibenzotiofeno sobre el crecimiento del microorganismo asi como el crecimiento en
ausencia de azufre; por un lado fue corroborar los resultados obtenidos por diferentes
autores como Kilbane y Maka (1985), Monticello y colaboradores (1985); asi como
determinar si el microorganismo utiliza el azufre del dibenzotiofeno para su crecimiento,;
por otro lado se observé la consistencia de los microorganismos en las diferentes pruebas
bajo microscopio 6ptico a 100X. Se obtuvieron resultados de la velocidad especifica de
crecimiento y del tiempo de duplicacién en las tres variables del crecimiento. A estas
pruebas de crecimiento se les realizé un analisis elemental en el tiempo de 96 horas con la
finalidad de obtener resultados acerca de la cantidad de azufre presente en el
MICroorganismo, porque en ese tiempo se observa que termina la fase exponencial de
crecimiento, los datos se observan en la tabla 7.
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Figura 5, Crecimiento de R. rhodochrous IGTS8 en MSB con glicerol como fuente de
carbono; con dos diferentes fuentes de azufre: D.O., (densidad Optica); ® Na,S0, (20mM);
B DBT(0.1%); * sin fuente de azufre.
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Tabla 7. Parametros cinéticos de! crecimiento de R, rhodochrous con diferentes fuentes de

azufre,
Pariametro cinético Fuente de azufre
Inorganico (Na,S50Q,) | Orgdnico (DBT) | Sin azufre
i (velocidad especifica de 0.055 0.042 0.042
crecimiento) h'
td (tiempo de duplicacion) 12.6 16.5 16.5
h-l
Tiempo de duracion de la 0-60 0-72 0-60
fase exponencial {horas)

Tabla 8. Anilisis elemental de biomasa del R. rhodochrous IGTSS8 en un tiempo de 96

horas.
Fuente de azufre Analisis elemental
Carbon % | Hidrogeno % | Oxigeno % | Nitrogeno % | Azufre %
Sin azufre 40.5 3.0 21.6 0.5 0.07
Azufre orgénico 424 6.3 25.6 8.5 .34
Azufre inorganico 45.6 7.2 27.3 7.4 0.48
Datos tebricos*® 50 8 20 14 1

*Datos tomados del libro de Quinterc R

Si observamos la figura 5 y tabla 7 con respecto al crecimiento obtenido con la
fuente de azufre inorginica y orgénica, se aprecia que el crecimiento es muy similar, sin
embargo con azufre inorganico el microorganismo muestra una coloracién salmén tanto en
el matraz como en el crecimiento en cajas de petri y al observar bajo el microscapio las
células (cocos y bastones) se ven mas grandes que el microorganismo crecido en DBT el
cual presenta una coloracion crema en el matraz de crecimiento y en las colonias que crecen
en las cajas de petri, bajo €l microscopio los cocos y bastones se ven mas delgados y de
menor tamaiic ver figura 6a y 6b, ademas se observan los microorganismos adheridos a los
cristales, esto nos {leva a suponer que R. rhodochrous 1GTS8 podria utilizar al DBT como
fuente de azufre.

Al analizar la grifica del crecimiento en DBT con la de ausencia de azufre, en la
figura 5 y tabla 7 se observa que los resultados son semejantes porque se obtiene el mismo
valor tanto en la velocidad especifica de crecimiento de 0.042 h ' y el tiempo de
duplicacion de 16.5 h™, con la diferencia de que la fase exponencial de crecimiento con
DBT transcurre del tiempo cero a las 72horas mientras que en la prueba sin fuente de azufre
la fase exponencial transcurre de cero a 60 horas, al observar a los microorganismos en el
matraz los que se encuentran en ausencia de azufre disminuye la coloracién crema y las
colonias crecidas en caja petri se ven muy pequefias asi como tardan mas tiempo en
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aparecer, esto €s que su consistencia celular y habilidad para crecer disminuyen; al verlos
bajo el microscopio, los microorganismos se ven iguales que en el crecimiento con DBT
s6lo que un poco mas transparentes figura 6c. Se esperaba que no hubiese crecimiento en la
prueba de ausencia de azufte por ser un elemento esencial, sin embarge se sugiere que el
crecimiento se da debido a que el microorganismo presenta sustratos endégenos
provenientes del almacenamiento de nutrientes en las células aportados por el caldo
nutritivo que constituye al precultivo; esto se debe a que el crecimiento observado durante
toda la cinética de crecimiento y la duracion de la fase exponencial depende parciaimente
de la concentraci6n del sustrato limitante, por lo tanto el cultivo pasa de un estado en el que
crece con exceso de sustrato en este caso del precultivo, a otro de carencia de sustrato, de
manera que los periodos a velocidades menores que la méxima no son suficientemente
largos para permitir al organismo ajustar su estructura interna a las nuevas condiciones.

Los resultados presentes en la tabla 8 se refieren al analisis elemental del
microorganismo para las diferentes pruebas indicando que la cantidad de azufre varia en
gran medida entre una prueba y otra, tal es el caso de los microorganismos crecidos en
azufre orgénico los cuales presentan 0.34 % de azufre a diferencia de los que crecieron sin
fuente de azufre obteniendo un 0.07% de azufre, en cuanto ala comparacion entre la prueba
con azufre inorgédnico que presenta un 0.48% de azufre y la prueba con DBT se observan
mas cercanos los valores; lo que nos indica que el microorganismo crece de una manera
mas eficiente con azufre inorgdnico debido a que se encuentra disuelto en el medio y por lo
tanto esta mas disponible para que el microorganismo lo asimile; en comparacion con el
dibenzotiofeno a pesar de que es una molécula organica se pudiera pensar que puede
atravesar facilmente la membrana por ser liposoluble en el caso de que se encontrara en
estado liquido, sin embargo, se encuentra en forma de cristales, lo que lo hace menos
disponible para que el microorganismo lo asimile y atin asi se observa que se adhiere a los
cristales del dibenzotiofeno. De alguna manera el microorganismo esta utilizando el
dibenzotiofeno & simplemente lo adsorbe sin incorporarlo a algin ciclo metabélico, estas
suposiciones se podrian dilucidar implementando técnicas de analisis de subfracciones

celulares. La figura 6 muestra al microorganismo tefiido cen tincién de gram y visto a
100X..
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a) Rhodococcus rhodochrous IGTSS crecido oon

o‘chrods lGT§8 crecido en ausencia de azufre

Figura 6. Consistencia celular de R. rhodochrous IGTS8 en medio MSB con gticerol 1%
como fuente de carbono y diferentes fuentes de azufre y en ausencia de azufre: (a) Con

azufre inorganico, (b) Con azufre organico y (c) Sin fuente de azufre. 100X
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I11.- Determinacién del estado morfologico de Rhodococcus rhodochrous 1GTSS en Ia
que se¢ ileva acabo la actividad de desulfuracién del DBT.

Como se mencioné en los antecedentes R. rhodochrous es un organismo
pleomorfico que se encuentra dentro del grupo de los actinomicetos, por esta razén se
realizaron pruebas experimentales de crecimiento y del % de remocién del DBT en los
diferentes estados morfologicos, estos cambios en su morfologia se deben a las condiciones
nutritivas del medio de cultivo, y condiciones fisicas asi, como a la maduracién del
microorganismo pues se estuvo tomando de la fase estacionaria para colocarlo en medio
fresco de manera progresiva y fue entonces cuando se observaron los cambios
morfologicos. En ningin trabajo realizado con este microorganismo se reportan los cambios
morfoldgicos ni la remocién de DBT a través de estos; figura 7 y tabla 9.

10,

-
A
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Figura 7. Estados morfologicos de R. rhodochrous durante el crecimiento en MSB con
glicerol como fuente de carbono y DBT como fuente de azufre, 1, coco; 2, bacilos; 3,
bacilos largos e inicio de la formacién de pseudohifas; 4, pseudohifas.
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Tabla 9. Evaluacion de la remocion del DBT en los diferentes estados morfoldgicos de R.

rhodochrous IGTSS.
Estado morfolgico % de remocién de DBT
Coco 96.47
Coco-bacilo 98
Bacilo-pseudohifa 90
Pseudohifa 0

Los cambios que se observan en la figura 7, no se presentan siempre en todas las
pruebas de crecimiento del microorganismo.

Las divisiones que se observan en la grafica corresponden a los diferentes estados
morfolégicos que se presentaron en una de las cinéticas de crecimiento en donde todos los
cambios fueron observados a través de ésta; esto sucedié después de varias pruebas
experimentales de crecimiento.

Asi pues, al iniciar una prueba de crecimiento con la concentracién de inéculo de
2% su morfologia fue de coco durante toda la prueba hasta llegar a la fase estacionaria; al
iniciar una nueva cinética utilizando como indculo el microorganismo que se encontraba en
la fase estacionaria de la anterior pruecba con una concentracién adecuada para que se
tuviera una densidad Gptica inicial de 0.05 a 550nm se observaba un cambio en la
morfologia la cual fue de bacilo, esta forma se mantenia durante toda la prueba
experimental de crecimiento hasta llegar a la fase estacionaria la cual servia de inéculo para
la siguiente prueba experimental de crecimiento.

Al comenzar nuevamente la prueba de crecimiento la morfologia cambié de forma a
bacilos largos durante toda la prueba experimental de crecimiento siendo estos el inicio de
la formacién de pseudohifas.

En la siguiente prueba experimental de crecimiento las pseudohifas se observan muy
desarrolladas durante toda la cinética. Al volver a inocular una nueva prucba de crecimiento
con el microorganismo de la ultima cinética las pseudohifas se fragmentan dando la
formacién de cocos cerrando asi el ciclo morfolégico, los cuales se observan en los
primeros tiempos de muestreo observados en la figura 7 con el niimero 1, conforme avanza
el crecimiento se observan los cambios morfolégicos en los cuales se transforma de coco a
bacilo en las dos primeras etapas de la fase exponencial de crecimiento (temprana y media)
sefialados con el nimero 2; al transcurrir ¢! tiempo se observa que los bacilos se vuelven
mas largos, esto en la etapa tardia de la fase exponencial ¥ principios de la fase estacionaria
observados con el nimero 3; al Hegar a la fase estacionaria los bacilos largos se han
transformado totalmente en pseudohifas con el ntimero 4, F igura 7.

En cada una de las pruebas experimentales de crecimiento de los diferentes
estados morfolégicos se realizaron las pruebas pertinentes de remocién de azufre en las
etapas de la fase exponencial obteniendo los datos presentados en la tabla 9, en donde se
determiné que el estado morfoldgico mas activo es el de coco-bacilo con un 98% de
remocion de DBT.

En cuanto a la condicién del porque no en todos los estados morfolégicos el
microorganismo presenta la misma capacidad para remover el dibenzotiofeno, puede
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sugerirse que el R. rhodochrous IGTS8 experimenta cambios en la permeabilidad de la
membrana que de alguna manera la molécula del DBT no puede ser metabolizada, por otro
lado, se sugiere que en determinado estado morfolégico algin complejo enzimatico que se
encuentra activo en el estado de coco-bacilo para remover el DBT se apaga al suceder el
cambio morfolégico, provocando que la molécula del DBT no pueda ser degradada; sin
embargo estas son s6lo suposiciones, desafortunadamente no existen trabajos realizados
que toquen ¢l tema de las cualidades que presente el complejo enzimdtico a rivel de la
membrana en los diferentes estados morfolégicos, por ofre lado estos estudios apenas
comienzan a dilucidarse, uno de los autores que se ha interesado en el estudio del complejo
enzimético es Monticello y colaboradores que en 1997 realizaron un estudio de las enzimas
que se encuentran en la membrana las cuales se han identificado como enzimas
desulfuradoras, sin embargo atn no es muy claro el proceso por el cual actiian éstas. En la
figura 8 se observan los estados morfolégicos que presenta el microorganismo R.
rhodochrous IGTS8 bajo el microscopio a 100X tefiidos con tincién de gram.
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inicic de pseudohifas d) Estado ci-;;;seudohifas

Figura 8, Estados morfolégicos de R. rhodochrous 1GTS8: (a) Coco; (b) Coco-
bacilo; (c) Bacilos largos 6 inicio de pseudohifas; (d) Pseudohifas, Vistos a 100X,
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IV.- Remocién de DBT por Rhodococcus rhodochrous 1GTSS y formacién del
producto "2-hidroxibifenilo".

Gran parte de los autores que trabajan con microorganismos aerobios y que utilizan
la via "48" han reportado al 2-hidroxibifenilo como producto final de 1a biodesulfuracién
{Kodama ez a!., 1970; Monticello y Finnerty, 1985; Kilbane y Maka, 1985-88; Pifferi e al.,
1990; Kilbane, 1990b; Omori et al., 1992; Denome ef al., 1993; Gallagher et af., 1993;
Monticello,1993; Olson et al., 1993%b:; Grossman, 1996; Kulpa, 1996). Ademas de
mencionar que toman el azufre del dibenzotiofeno para su crecimiento.

En la figura 9 se muestra el porciento de remocién del dibenzotiofeno a través del
crecimiento de R. rhodochrous IGTSS en estado de coco-bacilo, en esta prueba
experimental de crecimiento e indice de remocién del DBT se abtuvo el producto 2-
hidroxibifenilo a las 132 horas cuando se obtuvo un indice de remocién de 90% esto en la
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% Remocién de DBT
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Figura 9. Crecimiento de R. rhodochrous IGTSS en estado de coco-bacilo en MSB
con glicerol 1% como fuente de carbono y DBT 0.1% como fuente de azufre y Remocidn

de DBT vs. Tiempo. ¢ Crecimiento celular: ® indice de remocion de DBT.
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fase estacionaria; el cual fue identificado primeramente de manera cualitativa al observar un
pico pequeiio en el cromatograma obtenido por cromatografia de gases (figura 10),
posteriormente fue identificado por espectrometria de masas (figura 11c).

Los resultados anteriores muestran que R.. rhodochrous IGTS8 tiene su méxima
remocién de 38% en estado de coco-bacilo al finalizar 1a fase exponencia! en el tiempo de
96 horas; por otro lado al entrar en la fase estacionaria el indice de remocion baja
considerablemente hasta llegar a cero, en el tiempo de 156 horas hasta 192 horas.

Mucho se ha mencionado acerca de la cualidad que presentan algunos
microorganismos para remover ciertas moléculas organicas que son en cierta medida
contaminantes para el medio ambiente, sin embargo, cuando se intenta reproducir un
experimento con la finalidad de obtener resultados positivos y aplicarlo a sistemas reales el
trabajo experimental nos lleva por distintos caminos, uno de ellos esta relacionado con ia
aparicion del producto 2-hidroxibifenilo el cual se presenta de manera cuantificable en los
experimentos realizados por Monticello, (1993), Kilbane, (1990b) y Olson et al, (1993a,
b); estos autores mencionan que este producto se observa al obtener un 100% de
degradacion de DBT; Kayser et al., (1993) identifica al 2-hidroxibifenilo por medio de
cromatografia de gases y por espectrometria de masas, lo cuantifica por el método de
Gibbs, menciona que el crecimiento y la aparicion del producto van de manera paralela; sin
embargo, en las pruebas realizadas en este trabajo de tesis no se detecta de manera
constante al 2-hidroxibifenilo, con lo que se sugiere que el producto y el DBT se encuentran
adheridos a la membrana del microorganismo, no detectiandose en cantidades apreciables;
por otro lado al observar la figura 9 se ve la declinacién del por ciento de remocion que va
de 90% a cero, con este resultado se propone que el microorganismo suelta al DBT que se
encuentra adherido a la membrana. '

El otro camino esta relacionado con la forma en la que los distintos autores reportan
el crecimiento de R. rhodochrous IGTS8 mostrado en medicién de densidad Optica ya sea
por unidades Klett o por absorbancia y muy raramente por valores de UFC's, Al tener un
patrén de metodologia para realizar ciertos experimentos se observa que los métodos
utilizados para determinar el crecimiento no fueron los mas adecuados, tan sélo son
aproximaciones a los valores reales, debido a que se presentaron dificultades para medir el
crecimiento de este microorganismo, por una parte, el método de densidad Gptica no es el
adecuado porque el microorganismo es pleomérfico y en distintos momentos se presentaba
en pequeiios pellets dificultando asi una correcta lectura de absorbancia; en otro aspecto al
medir las unidades formadoras de colonias los valores al inicio eran coherentes pero
conforme aumentaba el muestreo los valores se disparaban de manera elevada y no llevaban
una coherencia; por ello se propone utilizar el método de cuantificacién de proteina para
posteriores estudios. Otro aspecto importante es la coloracién que se observd en las
preparaciones de este microorganismo y es que se tefiian de rojo, lo cual pudiese pensar que
el organismo utilizado es una bacteria gram negativa, sin embargo la bibliografia reporta
que es una bacteria gram positiva, por lo que este tipo de micobacterias presentan una
capsula cérea que envuelve a las células provocando que se¢ tomen con dificultad los
colorantes y que una vez tefiidas no es fécil decolorarlas por tratamiento con acidos, por
ello se requiere de una técnica de coloracion que sea para bacterias acido-resistentes.
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Figura 11 Espectro de masas de: a) Dibenzotiofeno, b) 2-hidroxibifenilo.
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V.- Remocién de azufre total en diesel mexicano primario por Rhodococcus
rhodochrous 1GTSS a nivel matraz.

En México los altos indices de azufre que se encuentran presentes en los
combustibles derivados del petréleo han llevado a buscar nuevas alternativas para disminuir
. el contenido del azufre de los combustibles sin que se requieran de altos costos de
operacién, por ello en el Instituto Mexicano del Petréleo se desarrolla un proyecto referente
a biodesulfuracién con la finalidad de que sea una herramienta complementaria con la
hidrodesulfuracién. En el laboratorio iniciaimente se trabajo con petrdleo crudo y R.
rhodochrous IGTS8 como organismo biodesulfurador pero al intentar analizar la muestra
hubo dificultades para separar las fases orgénica y fase acuosa, por lo que, las siguientes
pruebas de eliminacion de azufre se realizaron en diesel primario.

Las anteriores pruebas de crecimiento, morfologia y por ciento de remocién de
dibenzotiofeno se realizaron con la finalidad de conocer la capacidad del microorganismo
para remover o eliminar el azufre de un sustrato real que en este caso fue diesel primario.
Los resultados obtenidos se muestran en las siguientes tablas.

Tabla 10. Diferentes concentraciones de diesel primario en solucién salina al
0.85%, inoculados con R. rhodochrous IGTSS.

% de diesel primario | % de azufre total % de azufre total % de azufre
inicial final eliminado
25 1.41 1.24 12,06
50 1.41 1.38 2.13
75 1.41 1.39 1.42

Tabla 11. Eliminacién de azufre en el diesel primario inoculado con Iml de R.
rhodochrous 1GTS8 extraido a diferentes tiempos de la curva de crecimiento e incubados
por 24 horas en el diesel,

Tiempo delacurva | % de azufre inicial % de azufre final % de remocion de
de crecimiento azufre
(horas)
72 1.41 .24 12.06
96 1.41 1.16 17.73
120 1.41 1.20 14.90
144 1.41 1.20 _ 14.90

Al realizar pruebas experimentales de remocion de azufre en el diesel primario
utilizando diferentes concentraciones de diesel/sol. salina 0.85% e inocularlas con 1 m] de
inéculo tomado en el tiempo de muestreo de 48 horas y dejando en agitacion por espacio de
24 horas, se obtuvo que la concentracién mas adecuada de diesel es de 25% al obtener un
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12.06% de remocion de azufre. Por ello se utilizd esta concentracién de diesel para las
posteriores pruebas experimentales de remocion de azufre.

En cuanto a este experimento hizo falta tomar por un lado, diferentes
concentraciones de indculo con la finalidad de aumentar el indice de remocion de azufre
presente en el diesel, y por otro lado, aumentar el tiempo de residencia del microorganismo
en el diesel, sin embargo, por cuestiones practicas no se realizaron estas pruebas debido a
que s intenta utilizar el minimo de material (microorganismo) ¢n el menor tiempo posible,
esto, porque al pensar en un sistema real en la desulfuracién del petréleo y diesel el tiempo
para biodesulfurar debe ser minimo por el valor y requerimiento que presenta ¢l
combustible ya desulfurado para ser utilizado por la industria y el mercado.

Al analizar los resultados de la tabla 11 se observa que el mejor tiempo de cosecha
de microorganismos para desulfurar al dicsel a la concentracién de 25% por 24 horas fue de
96 horas que equivale a la parte final de la fase exponencial obteniendo un 17.73% de
eliminacion de azufre presente en el diesel primario.

Mientras que distintos autores han reportado que obtuvieron un 90% de remocién de
azufre presente en ¢l diesel con una concentracién inicial de 0.25-0.4% de azufre al utilizar
al R. rhodochrous IGTS8 (Kilbane y Bielaga, 1990, Monticello, 1994, Rhodes, 1995); los
resultados obtenidos por estos autores y los obtenidos en este trabajo son muy extremos en
cuanto a la cantidad de azufre eliminado de un sistema real, sin embargo estos autores
utilizaron un diesel con muy poca concentracién de azufre y el que se utilizé en este trabajo
presenta una cantidad apreciable de este elemento, a este respecto se sugiere que se realicen
aislamientos de microorganismos provenientes de los crudos mexicanos o de lugares
contaminados con estos, con la finalidad de obtener microorganismos més eficientes para
los distintos procesos de los cuales se requieran, ya sea biodegradadores de hidrocarburos,
desulfuradores, desnitrificadores, etc., por otro lado se podria utilizar un cultivo mixto o un
consorcio microbiane, para este caso, Kayser y colaboradores (1993) utilizaron cultivos
mixtos con diferentes combinaciones logrando obtener que la mejor combinacién de
microorganismos fue utilizando a R. rhodochrous 1GTS8 y a Enterobacter cloacae siendo
que este Gltimo no tiene nada que ver con la escisién de los entaces C-S sin embargo,
concluyeron que toma el azufre que posteriormente se libera al medio en forma de sulfato
inorgénico por R.rhodochrous IGTS8. Se sugiere que se utilice una combinacién de
microorganismos para realizar la biodesulfuracién o cualguier otro tipo de biodegradacién,
esto en base a lo observado en la naturaleza en la cual los microorganismos presentan
distintas actividades en conjunto con las comunidades de distintos organismos formando un
ciclo vital para beneficio de cada uno de ellos.

En cuanto a la cantidad de sulfatos presentes en la fase acuosa no fue detectada, lo
que lleva a suponer que no es liberado al medio debido a que el microorganismo al
encontrarse en condicién limitante de azufre probablemente utilice el azufre que ha
obtenido de la molécula de DBT (en caso de que el microorganismo utilice al DBT como
fuente de azufre) 6 del diesel; sin embargo, como se menciona en los antecedentes R.
rhodochrous 1GTS8 utiliza la via "45" en la que se menciona que rompe los enlaces C-S
presentes en las moléculas organicas de tos combustibles fosiles dando como resultado al 2-
hidroxibifenilo y sulfatos solubles en agua, esta via es producto de un metabelismo
secundario, la cual va a utilizar el microorganismo cuando se encuentre en condiciones de
ausencia de fuente de azufre, por lo cual puede llegar a utilizar al DBT como fuente de
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azufre, sin embargo, para comprobar esto se requiere de estudios referentes al seguimiento
enzimatico de la ruta metabélica y la direccién que lleva el azufre que ha sido desprendido
dc las moléculas orginicas a través del metabolismo principal que necesita el
microorganismo para desarrollarse. Kodama et af en 1992 trabajé con Corynebacterium sp.
SY1 crecido en medio con dibenzotiofeno como fuente de azufre observé que la cantidad
de sulfatos liberados al medioc es en cantidades muy pequeiias alrededor de 0.1 mM; también
Kilbane et al (1988) obtuvo datos semejantes en cuanto a la cantidad de sulfatos presentes
en el medio indicando que es minima la concentracién de estos; se propone realizar el
estudio analitico de la via "4S" utilizando dibenzotiofeno marcado radiactivamente.
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Conclusiones

La habilidad desulfuradora que presenta Rhodococcus rhodochrous
IGTS8 sobre la molécula de dibenzotiofeno fue satisfactoria al probarlo a nivel matraz,
al obtener resultados de 98% de remocién de dibenzotiofeno sin embargo, la capacidad
de este microorganismo no es tan alta en el diesel primario utilizado en estas pruebas ya
que sc obtuvo un 17.73% de remocion de azufre.

En una de las pruebas experimentales de crecimiento se obtuvo la aparicion de
uno de los productos metabélicos de la ruta "4S" que utiliza el microorganismo para
eliminar el azufre de las moléculas orgdnicas presentes en los combustibles fosiles: el 2-
hidroxibifenilo aunque no se logré cuantificar; ademas de que no se apreciaron de
manera cuantificable a los sulfatos en la fase acuosa.

El género Rhodococcus al ser un organismo pleomorfico presenta diferentes
formas y con los estudios realizados en este trabajo se logré identificar que la
morfologia de coco-bacilo es la 6ptima para realizar el proceso de biodesulfuracion.

A través de este trabajo se observd que la morfologia influye en la actividad
biodesulfuradora de Rhodococccus rhodochrous 1GTSS, lo cual no ha sido reportado
anteriormente; se propone realizar un estudio especifico de la morfofisiologia de la
membrana de este organismo.

Se sugiere que se realicen aislamientos de microorganismos provenientes de los
crudos mexicanos o de lugares contaminados con estos, con la finalidad de obtener
microorganismos mas eficientes para los distintos procesos de los cuales se requieran,
¥ya sea biodegradadores de hidrocarburos, desul furadores, desnitrificadores, etc.

Gracias a los resultados obtenidos de crecimiento del microorganismo se logrd
determinar que los métodos utilizados de densidad optica y unidades formadoras de
colonias no son los més apropiados, solo son aproximaciones a los valores reales; asi
que se sugiere utilizar otro método de cuantificacion, p-e., cuantificacion de proteina.

Los estudios de biodesulfuracién son pocos comparados con la gran diversidad
que presenta el campo de esta ciencia multidiciplinaria. Por lo que nuevos avances en €l
conocimiento de este tipo de organismos sentardn bases mas firmes para el desarrollo
sustentable de este y otros procesos.
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