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RESUMEN

México en la actualidad, ocupa uno de los primeros lugares como productor y exportador
de crudo en el mundo. El combustdleo mexicano es un energético de alto poder calorifico y
bajo costo, sin embargo contiene conceniraciones importantes de impurezas como: azufre,
vanadio, niquel y sales. Principalmente, el alto contenido de azufre (entre 1.5 y 4.5%) que
sobrepasa los requerimientos internacionales para cumplir con las emisiones al aire
permitidas para los 6xidos de azufre {menor al 1%), hace que el petréleo mexicano y sus
derivados se coticen a un costo entre 35 y 40% menor que el de otros paises cuyo contenido
de azufre es inferior.

El problema de la ignicién del combustdleo es la gran generacion de SOx emitidos a la
atmésfera, los cuales junto con otros agentes producen la lluvia 4cida, causante de diversos
problemas de salud, asi como alteraciones en los ecosistemas forestales. Actualmente en
México se lleva acabo la desulfuracion del combustéleo por medio de la hidrodesulfuracion
catalitica, la cual utiliza altas temperaturas y presiones que hacen a este proceso costoso,
ademas de que se pierde parte del poder calorifico del combustible. Como una alternativa a
este proceso, se propone la biodesulfuracién por via anaerobia que, comparado con otros
procesos de remocién de azufre, tiene la ventaja de reducir los costos por inversion y
operacion por el uso de presiones y temperaturas bajas, no tener costos por catalizadores
metalicos ni por suministro de hidrégeno.

El objetivo principal de este trabajo fue el demostrar la factibilidad técnica para la remocion
de azufre del combustéleo por via biolégica desarrollandola en condiciones anaerobias,
como primer punto de referencia hacia otros combustibles.

La metodologia llevada a cabo inicié con el muestreo de las 24 cepas realizado con el
apoyo del transporte maritimo del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia en
sedimentos marinos de las zonas petroleras de Oaxaca y Campeche y de un reactor
anaerobio de la ciudad de Toluca, logrando el desarrollo de estos consorcios en medio
Postgate B; de aqui se realizé la seleccién de 5 de las mejores cepas, con las cuales se
disefiaron las condiciones de operacién tomando en cuenta el efecto del cambio de pH a un
valor de 5,7 y 8, el efecto de la temperatura de 35 y 45 °C y el efecto de la concentracién de
sulfatos tanto a nivel de vial como a nivel matraz. A esta misma escala se desarrollé una
prueba de un medio de cultivo alterno caracterizado por ser de bajo costo preparado con
agua de mar demostrando ser un medio efectivo tanto para el crecimiento de las bacterias
como de su actividad sulfato-reductora; con las condiciones de operacién encontradas (pH
de 7, temperatura de 35 °C, 2.17 gSO4/L y 2 semanas de operacion) se llegd a la siguiente
escala con el fermentador haciendo pruebas preliminares con la mejor cepa resultante
obteniendo remociones de azufre como sulfatos del orden de 10 a 60%.

Con la cepa seleccionada por su actividad sulfato-reductora y durante las pruebas a nivel
fermentador con el combustdleo, se lograron obtener remociones de azufre total que
variaron entre 8.8 y 38.9%, resultando la més alta remocién con el medio preparado con
agua de mar. Con esto se demostré que la biodesulfuracién es una alternativa adecuada al
proceso de desulfuracién actualmente utilizado.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Demostrar y evaluar la remocién del azufre presente en el combustéleo por medio de
bacterias sulfato-reductoras en un medio anaerobio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

>

Demostrar que la biodesulfuracién puede ser una alternativa adecuada de la
hidrodesulfuracion catalitica.

Desarrollar los mecanismos de crecimiento y degradacién del azufre de las
bacterias sulfato-reductoras en presencia de combustéleo, a escala Laboratorio
en matraces y en fermentador.

Seleccionar las cepas promisorias que presenten mejores resultados de remocion
de azufre como sulfato proveniente del medio de cultivo.

Identificar los parametros mas adecuados de operacién como pH, temperatura,
concentracion de sulfatos y tiempo.

Proponer un medio de cuitivo alterno que demuestre ser ventajoso al medio de
Postgate B.

Adecuar la emulsién idénea en las practicas de remocién del azufre por
microorganismos, asi como la metodologia més adecuada para la ruptura de la
emulsién.

Identificar las técnicas analiticas y microbiolégicas de deteccion de la actividad
sulfato-reductora.

Biodesulfurar el combustéleo a nivel fermentador con la cepa seleccionada cuya
eficiencia fue éptima.

Identificar las técnicas de recuperacion o disposicién de productos secundarios
obtenidos durante el proceso de eliminacién de azufre.



Capitulo 1. Introduccion

1. INTRODUCCION

El problema de la emisién de los 6xidos de azufre provenientes de la quema de
combustibles, en general, ha sido poco estudiado, siendo la mayor parte de estas
investigaciones alternativas bioldgicas que proponen un sistema aerobio y en menor escala
los trabajos desarrollados con sistemas anaerobios, debido, probablemente, a ia
complejidad que implica. Por tal motivo, se inicié un proyecto de colaboracién académica
entre el Instituto de Ingenieria y el Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia, del cual
forma parte este trabajo de tesis donde se propone una alternativa para mejorar la calidad
del combustéleo disminuyendo el contenido de azufre, utilizando para ello
microorganismos adaptados a un sistema anaerobio. El desarrollo de este trabajo incluye
cinco capitulos, siendo este €l primero de ¢llos.

En el segundo capitulo se presentan los fundamentos tedricos que dan sustento a esta Tesis.
Fn éste se da una idea generalizada del origen del combustéleo, se indican sus
caracteristicas remarcando principalmente el contenido de azufre, los tipos de combustéleo
en México y los efectos al ambiente provocados por la quema de este combustible.
Contiene, ademas un panorama general de los microorganismos degradadores del azufre,
como es el caso de las bacterias sulfato-reductoras, los mecanismos de remocion del azufre,
las opciones para desulfurar el combustdleo y los estudios realizados con anterioridad para
combatir este problema.

En el tercer capitulo se describe la metodologia experimental, la cual inici6 con el estudio
de 24 muestras de microorganismos provenientes de sedimentos marinos y de un digestor
anaerobio de una planta de tratamiento de aguas residuales, donde se incluye la inoculacién
y adaptacién de las cepas a un medio de cultivo adecuado y seleccionando 5 de ellas para
la determinacién de los mecanismos de operaci6n para el escalamiento a la fase final con el
fermentador. En esta etapa también se desarrollé una técnica para la formacién y el
rompimiento de la emulsién para llevar a cabo las pruebas de biodesulfuracion con el
combustdleo.

En el cuarto capitulo se presentan los resultados obtenidos de la fase experimental con las
24 cepas estudiadas, de acuerdo con los resultados de crecimiento microbiano y remocién
de sulfatos. Se da el detalle para la seleccidn de las cepas y se indican cuales fueron los
parametros que se tomaron en cuenta para ¢l escalamiento al fermentador. También se dan
los resultados de las pruebas a esta escala al utilizar los sulfatos como indicadores de la
remocién de azufre y de las pruebas realizadas con el combustdleo, determinando la
remocion del azufre total.

En el capitulo 5 se resumen los principales resultados obtenidos, la factibilidad de la
biodesulfuracién con el combustéleo, la seleccion de la cepa mdas adecuada y el
cumplimiento de los objetivos marcados inicialmente; asi mismo se dan recomendaciones
que ayuden al mejoramiento de la metodologia empleada.

Al final se enlistan las referencias bibliograficas que se mencionan en cada capitulo y en las
que se fundamentan algunos datos basicos.



Capitulo 1. Introduccion

Se presentan en forma anexa, datos que sirven de apoyo para el mejor entendimiento del
desarrollo de esta tesis, incluyendo los datos de resultados mostrados en las graficas que
estan dentro del capitulo 4.
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2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.1. EL PETROLEO Y SUS DERIVADOS

La mitad de la energia que se consume en el mundo proviene del petréleo y del gas natural.
Pero, el petréleo no es s6lo un combustible sino ademds es una fuente de diversas
sustancias en la vida actual como los lubricantes, la parafina, la vaselina; por medio de la
petroquimica, brinda ademas caucho sintético, fibras artificiales y toda clase de materiales
de uso diario.

La palabra petroleo deriva del latin y significa aceite de piedra o aceite mineral. Se conoce
y se utiliza desde la antigiiedad. Una de sus formas el asfalto o betin de Judea. Entre los
fenicios, el petrdleo servia para calafatear las embarcaciones, para los Sumerios y
Babilonios era una especie de argamasa empleada en la arquitectura y los egipcios lo
aprovechaban hasta para la preparacién de las momias.

Sélo al comenzar la edad de la maquina, el petréleo adquiridé gran valor y hubo hombres
que con exfraordinario ahinco lo buscaron y extrajeron. En 1859, en Titusville,
Pennsylvania, a sélo 20 metros de profundidad, se perforé el primer pozo de petréleo por el
Coronel Drake que producia menos de 31 barriles de petréleo al dia. Actualmente, sélo en
México se producen 3,500,000 barriles por dia.

2.1.1. Origen

Los grandes yacimientos que hoy se explotan se formaron hace millones de afios con los
depésitos de mimisculos cadaveres de plantas y animales que abundaban en mares
tropicales interiores poco profundos. Alli los cubrian los sedimentos que desde la tierra
arrastraban rios y arroyos. El espesor de esa capa mineral aumentd gradualmente y, gracias
a fenémenos quimicos, que aln se discuten, los restos orgdnicos se convirtieron en
petréleo. Los factores mas importantes fueron sin duda la presién producida por el peso de
sedimentos ulteriores y el calor; pero la accion de las bacterias, especialmente en la
transformacion final, es desconocida.

2.1.2. Refinacion

El liquido que se extrae de una region tiene una composicién peculiar que, por lo general,
no responde a las necesidades de la industria, contiene una amplia variedad de
hidrocarburos desde gases ligeros, hasta residuos pesados. Contiene parafinas,
cicloparafinas y compuestos aromaticos en variadas proporciones, con algunos compuestos
organicos de azufre, pequefias cantidades de nitrégeno, oxigeno y olefinas. Por medio de la
destilacion fraccionada, es decir, hirviendo el petrdleo y condensando sus ingredientes
segun sus distintos puntos de ebullicién, se separa cada componente (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Relacién de fracciones en las que se puede separar un crudo

Temperaturas °C Fraccién
menos de 32 Butanos y mas ligeros
32-104 Gasolina
104 - 157 Nafta
157 - 232 Queroseno
232 -426 Gasoleo
426y + Residuo

Fuente: Speight, 1991

La refinacion se inicia con un lavado con agua para eliminar sales y particulas suspendidas.
Posteriormente, pasa a una torre de destilacion atmosférica, en donde se separan gases
ligeros como metano, etano, propano y butano, gasolina, nafta, queroseno, gasdleo ligero,
gasoleo pesado y residuo. Los ligeros hasta queroseno, se les da un tratamiento para
mejorar su calidad y eliminar el azufre.

El residuo de la destilacién atmosférica pasa a la torre de alto vacio en donde se obtienen:
gasoleos ligeros y pesados que se tratan posteriormente en un proceso de craqueo catalitico
y residuos denominados de vacio pasan a una viscoreductora para facilitar su manejo. Al
producto resultante se le llama combustéleo que en la mayoria de las refinerias es el
producto final pero en algunas se somete a tratamientos mas severos para obtener destilados
y residuos sélidos.

2.1.3. Reservas de petroleo

En la tabla 2.2, se muestran las reservas de crudo en algunos paises. México es el pais de
Latinoamérica que produce mads barriles de petréleo al dia. Sus reservas ascienden a 7.6 mil
millones de toneladas, lo que representa un 7.8 % del mundial, s6lo superado por Kuwait,
Arabia Saudita y 1a antigua URSS.
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Tabla 2.2. Reservas de petréleo estimadas de varios paises

Pais Miles de Miles de Porcion del Relacién
millones de | millones de total % Reservas /
toneladas barriles Producciéon

Japén - 0.1 - 14.0
Ecuador 0.2 1.7 0.2 16.7
Australia 0.2 1.7 0.2 6.8
Argentina 0.3 2.3 0.3 14.4
Brasil 0.3 2.3 0.3 10.1
Reino Unido 0.7 53 0.8 5.5
Canada 1.0 7.9 1.1 12.3
Nigeria 2.2 16.0 23 30.2
China 2.4 18.4 2.6 18.5
Libia 2.8 21.3 3.0 55.1
Venezuela 36 15.0 3.6 38.7
Estados Unidos 4.1 32.5 4.6 8.5
Irak 6.3 47.1 6.7 74.7
Iran 6.7 48.8 6.9 71.1
México . 7.6 54.7 7.8 56.3
URSS 8.0 59.0 8.4 13.1
Kuwait 12.7 91.9 13.1 -
Arabia Saudita 22.7 166.6 23.7 90.3
Total 95.2 703.1 100.0 89.5

Fuente: Speight, 1991

2.1.4. Propiedades de los combustibles liquidos

A continuacién se menciona las propiedades mas importantes de los combustibles liquidos,
las de orden secundario se indican en el Apéndice A.

Densidad. La densidad de un combustible liquido se determina facilmente, cualquiera que
sea la temperatura a que se encuentre, con auxilio de un densimetro y por estandarizacién

se mide a 15 °C.

Poder calorifico. El poder calorifico superior (PCS) de un combustible liquido, expresado
en kcal/kg depende de la densidad (d) segtin la formula:

PCS =12,400-2,100 {@?) 2.1)

El calor especifico de un combustible liquido a presion constante (cp) y a una determinada
temperatura (t °C), expresado en kcal/kg, en funcién de la densidad y de la temperatura, es:
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Cp=1/-/d (0.403 —0.0008 1) (2.2)

Viscosidad. Expresa el tiempo requerido para que una cantidad dada de combustible fluya
por un tubo capilar en condiciones especificas. La viscosidad de un combustible liquido
varia intensamente en funcién de la temperatura y resulta poco sensible a oscilaciones
moderadas de presion.

Inflamabilidad. El punto de inflamacién o inflamabilidad de un combustible liquido es el
valor de la temperatura a la cual el producto, emite suficientes vapores para que pueda
inflamarse 1a mezcla aire-gas en condiciones especificas.

Contenido en azufre. Esta determinacién se realiza oxidando el azufre presente en
presencia de oxigeno, empleando una mufla tubular de alta temperatura, con posterior
deteccion continua del producto de oxidacién (SO2), por absorcion infrarroja y define el
contenido fotal de azufre (orgédnico ¢ inorganico) €n una muestra.

2.1.5. Compuestos de azufre en el petroleo

Los compuestos de azufre son los constituyentes heteroatémicos mas importantes del
petréleo, y son las condiciones prevalecientes durante la formacion, maduracién y ain en la
alteracién misma, los que dictaminan qué tipos de compuestos azufrados existiran en el
crudo. La proporcién de azufre en los productos incrementa con ¢l punto de ebullicién
durante la destilacién, sin embargo, las fracciones medias pueden contener més azufre que
las fracciones pesadas como resultado de la descomposicion de compuestos de peso
molecular mas altos durante la destilacién. El contenido de azufre en fracciones de crudo,
generalmente incrementan en la siguiente secuencia: saturados < aromdticos < resinas <
asfaltenos.

En general, el contenido de azufre varia en funcién de la region geografica de origen y con
el tiempo (Figura 2.1)

L1
g 1,06 |
21,02
® 0,98 |
< 0,94 .
@
= 0,9
8 0,86 .1
0,82 ,
afios

Figura 2.1. Cambio en el contenido de aznfre de un crudo refinado en los Estados
Unidos entre 1981 y 1990, (Klaus y Mieczyslaw, 1994)
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E!l azufre total en las fracciones del petréleo varia de aproximadamente 0.04 % para una
parafina ligera hasta cerca de 5 % para una crudo pesado.

En la tabla 2.3, se muestra el contenido de azufre organico de algunos crudos.

Tabla 2.3. Contenido de azufre organico de algunos crudos

Fuente % Azufre
Meéxico (Istmo) 1.5
México (Maya) 3.3

Meéxico (Olmeca) 0.8
Kuwait 2.6
Venezuela 1.7
Missisippi 1.6
Oeste de Texas 0.05-5.0
California 1.0
Canada (.44
Este de Texas 0.26
Norte de Africa 0.18

Fuente: Monticello y Finnerty, 1985

Segin un estudio realizado a crudos de diferentes fuentes, se tiene que la composicion del
crudo mexicano es la siguiente:

Tabla 2.4. Composicién de un crudo mexicano. Speight, 1991

Elemento % en peso
Carbon 83.0

Hidrégeno 11.0
Oxigeno 1.70
Azufre 4.30

A grandes rasgos existe una fraccién inorganica compuesta por sulfatos (en baja
proporcién) y otra orginica, en la cual se distinguen cinco clases de compuestos
mayoritarios que incluyen tioles o mercaptanos, sulfuros, disulfuros, sulféxidos y tiofenos.
Los primeros cuatro pueden ser divididos en especies ciclicas y aliciclicas asi como en
derivados alquil-, aril- y alquilaril. Mientras que, los tiofenos, estin relacionados con
anillos aromaticos, entre los cuales estén los benzo-, dibenzo-, naftobenzo-tiofenos y otros
derivados. La figura 2.2 muestra las estructuras quimicas de algunos compuestos prototipo
de azufre. Los derivados del dibenzotiofeno tales como: Benzotiofeno y Dibenzotiofeno
estdn usualmente presentes en fracciones del petréleo de alto punto de ebullicién (se ha
encontrado que ¢l contenido de dibenzotiofenos constituye hasta en un 70 % del contenido
de azufre organico en el crudo, como el de Texas). Por otro lado, los disulfuros no son
considerados como verdaderos constituyentes del crudo y son generalmente formados por
la oxidacion de tioles durante el proceso.
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NN Alguiltioles (mercaptanos)
O Cicloalquil tioles (mercaptanos)
@’ 52 Aril tioles (mercaptanos aromaticos)
PP . Dialquil sulfuros
O/‘W Alquil bencil suifuros
@/.W Alquil aril sulfuros

Ciclo sulfuros

: B:
w\/\ Tioindanos

Alquil tiofenos

@:;j/\,\ Benzo tiofenos
@-@ Dibenzotiofenos

o~ B Disulfuros

N\:ﬁ Tieno tiofenos

Figura 2.2. Compuestos organicos de azufre prototipo contenidos en el petréleo.
Hastings y Van Driesen, 1988

Si el azufre elemental esta presente en el crudo, existe una reaccidn que produce el sulfuro
de hidrégeno y que comienza cerca de los 150 °C y es muy rapida a los 220 °C. En el caso
de compuestos de azufre organicos no producen sulfuro de hidrégeno hasta que se alcanzan
altas temperaturas. Cabe mencionar que el sulfuro de hidrégeno es un constituyente comiin
de muchos crudos. De hecho, algunos crudos con mis de 1% de azufre son acompafiados
con frecuencia por este gas. La tabla 2.5 presenta el analisis realizado a un crudo para
determinar los posibles compuestos de azufre.
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Tabla 2.5. Compuestos de azufre encontrados en un crudo

Nombre Punto de ebullicién °C % en peso
Metanotiol 5.96 0.00240
Etanotiol 35.00 0.00530
2-Tiopropano 37.31 0.00088
2-Propanotiol 52.56 0.00199
2-Metil - propanotiol 64.22 0.00055
2-Tiobutano 66.65 0.00222
1-Propanotiol 67.50 0.00041
3-Metil -2- ticbutano 84.81 0.000064
2-Butanotiol 85.15 0.00386
2-Metil -1- propanotiol 88.72 0.00003

3-Tiopentano 92.10 0.00075
2-Tiopentano 95.52 0.00030
1-Butanotiol 98.40 Traza
2-Metil -2- butanotiol 99.00 0.00064
3,3-Dimetil -2- tiobutano 99.00 -
2-Metil -3- tiopentano 107.40 -
3-Metil -2- butanotiol 109.80 -
2-Pentanotiol 112.90 0.00140
3-Pentanotiol 113.90 0.00057
3-Tiohexano 118.50 0.00012
2,4-Dimetil -3- tiopentano 120.02 0.00053
2,2-Dimetil -3- tiopentano 120.41 0.000058
Tiociclopentano 121.12 0.000077
2-Tiohexano 123.20 0.000077
2-Metil 3- tiohexano 132.05 0.000078
Ciclopentanotiol 132.20 -
2-Metiltiociclopentano 133.23 0.00230
4-Metil -3- tiohexano 133.65 0.00050
3-Metiltiociclopentano 138.67 0.00046
2-Hexanotiol 138.90 0.00280
Tiociclohexano 141,75 0.00032
trans-2,5- 142.00 0.00250
Dimetiltiociclopentano
cis-2,5- 142.28 0.00240
Dimetiltiociclopentano
3-Tioheptano 144.24 0.000078
2-Metiltiocliclohexano 153.04 0.00290
3-Metiltiociclohexano 158.04 0.000024
4-Metiltiociclohexano 158.64 0.000048
Ciclohexanotiol 158.80 0.00120

Total: 0.038

Fuente: Speight, 1991
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2.1.6. Compuestos de azufre en el carbén

El porcentaje de azufre en el carbon varia ampliamente y va de 0.5 % a més de 11 % (Tabla
2.5). La mayoria del azufre se encuentra en dos formas: orgénica ¢ inorganica. El azufre
elemental es raramente encontrado. El azufre inorganico predomina como pirita o
marcasifa.

Tabla 2.6. Contenido de azufre en ¢l carbén de diversas fuentes

Origen Azufre total (%)
India 6.0 - 8.0
Oeste de Alemania 1.3-1.5
Gran Bretafia 1.0-3.6
Holanda 1.0-3.0
Francia 08-14
Bélgica 05-45
Polonia 05-2.8
Este de E. U. A. 02-70
Oestede E.U. A 0.2-1.0

Fuente: Monticello y Finnerty, 1985

2.2. EL COMBUSTOLEO
2.2.1. Importancia del combustoleo

El combustoleo es el combustible que posee el mejor poder calorifico y la menor relacién
costo/energia producida, seguido por el carbén, el gas natural y el diesel (tabla 2.7).

Tabla 2.7. Valores comparativos de poder calorifico y costo para algunos combustibles
industriales

Combustible Poder calorffico Costo Costo/energia
$/keal
Combustdleo 157.8 keal/L 170 $/L 1.1
Gas Natural 133.2 kcal/m’ 243 $/m’ 1.8
Diesel 145.5 keal/L 516 $/L. 3.5
Carb6n Micare 71.9 103 $/kg 1.4
kecal’kg

* incluye 15% de IVA. Fuente: CFE, 1990

10




Capitulo 2. Fundamentos tedricos

2.2.2. Produccion y consumo

Se producen en México 450,000 barriles por dia de combustdleo, de los cuales el 50% son
absorbidos por la Comisién Federal de Electricidad para la generacion de energia; mientras
que el sector industrial consume el 21.3%, en diversos giros (tabla 2.8).

Tabla 2.8. Consumo de combustéleo por la industria mexicana

Tipo de industria Consumo en calorias, (%)
Cemento 32.0
Quimica 14.5
Celulosa y papel 6.8
Siderurgica 6.8
Petroquimica 3.6

Fuente: Secretaria de Energia, Minas e Industria Paraestatal, 1993

2.2.3. Tipos de combustéleo en México

En México se extraen principalmente tres tipos de crudo: el Istmo, el Maya, y el Olmeca. El
primero es un crudo ligero que proviene de la region del Istmo de Tehuantepec, su
comercializacién inicid en junio de 1974. El Maya, que es de tipo pesado y se obtiene de la
sonda de Campeche, se empezé a comercializar en 1979, Finalmente, el Olmeca, es el crudo
de mejor calidad que se produce en México y comenzé a exportarse en mayo de 1988 (CFE,
1990). Todos ellos son procesados en las refinerias de PEMEX instaladas en varios puntos de
la Republica Mexicana.

Dependiendo del origen del petréleo y del tipe de proceso de transformacién empleado (i.e.
destilacidn, fraccionamiento, reforma catalitica y térmica, hidrélisis o destilacién al vacio) es
la calidad del combustdleo obtenido, y en consecuencia, el contenido de azufre. Morales,
1993, estudié varios tipos de combustdleo provenientes de termoeléctricas mexicanas,
detectando niveles de azufre de 1.6% hasta 4.07% en peso.

Por otra parte, el precio del combustoleo varia de acuerdo al contenido de azufre, Como puede

observarse en la figura 2.3, el precio del combustéleo mexicano siempre es inferior debido a
su contenido de azufre y viscosidad.

11
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Figura 2.3. Precio del combustoleo en diferentes paises. Speight,.1991

2.3. EFECTOS DEL AZUFRE EN EL AMBIENTE
2.3.1. Azufre proveniente de derivados del petréleo

Los compuestos de azufre en los productos del petréleo con frecuencia producen efectos
dafiinos. Por ¢jemplo, los de la gasolina promueven la corrosién de partes del motor,
especialmente en invierno, cuando el agua proveniente de la combustién puede acumularse
en el cigiefial y formar 4dcido sulfiirico. Ademas, los mercaptanos contenidos en una
solucién de hidrocarburos también causan la corrosién del cobre y bronce en la presencia
de aire. El azufre en forma libre también es corrosivo, como son los sulfuros, disulfuros, y
tiofenos. Cabe mencionar que la gasolina, con un contenido de azufre entre 0.2 y 0.5 % ha
sido usada sin efectos nocivos evidentes. En el diesel, los compuestos de azufre
incrementan el consumo y pueden contribuir a la formacién de depésitos en el motor.

2.3.2, Azufre proveniente del combustéleo

El combustoleo por ser una fraccién pesada del petroleo que proviene de los procesos de
destilacion, conticne residuos e hidrocarburos de alto peso molecular y concentra algunos
compuestos indeseables del crudo original como son el azufte, el vanadio, el niquel y algunas
sales. En particular, el azufre genera la formacion de 6xidos que son gases muy téxicos, los
cuales son sélo etapas transitorias que conducen a la formacién de sulfatos. Normalmente
estan presentes en la mayoria de los ambientes en muy bajas concentraciones. Sin embargo,
la ignicidn de combustibles fosiles ha incrementado demasiado la concentracién de éxidos
volatiles en el aire, en especial en zonas urbanas.

12
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2.3.3. Contaminacién por emisiones de SO,

El diéxido de azufre es muy dafiino para el proceso fotosintético, produce alteraciones
cardio-respiratorias, asfixia, endurecimiento del térax, irritacion del tracto respiratorto,
inflamacién de la mucosa nasal, disminucién de la actividad ciliar, favorece el enfisema
pulmonar y la bronquitis (ONU, OMS y OPS, 1982). Por otra parte, la combinacion del
biéxido de azuftre con particulas suspendldas ha sido la responsable del incremento de la
morbilidad y la mortalidad en enfermos crénicos del corazén y vias respiratorias (Quadri y
Sanchez, 1994). Ademas, los dxidos de azufre combinados con otros compuestos presentes en
el aire y con la participacién de la luz solar y el oxigeno producen sulfatos y 4cido sulfirico,
que a su vez generan la formacién de la lluvia Acida que dafia a los ecosistemas forestales, a
los metales y a la piedra caliza (deterioro de monumentos y construcciones antiguas).

En cuanto a los aerosoles sulfatados, también derivados del azufre, son agentes irritantes de
tres a cuatro veces mas potentes que el diéxido de azufre y constituyen un problema seno
para la salud, habiéndose demostrado que concentraciones muy bajas (de 8 a 10 pg/m®)
ejercen efectos adversos sobre los asméticos, los ancianos y otras personas susceptibles con
problemas respiratorios crénicos (DDF, Gob. Edo. Mex., SEMARNAP y SSA, 1996).

En la tabla 2.9 se presenta la aportacién de emisiones de SO; a la atmésfera por fuente para
la zona metropolitana. Se observa que la industria es la responsable de la emision anual de
41 mil toneladas, principalmente a partir de la combustion de combustéleo y/o gaséleo vy,
en mucho menor medida, del gas natural. De los giros industriales que més generan SO,
son el de Celulosa y Papel seguido por el Textil y ¢l de la industria Quimica.

Tabla 2.9. Aportacion de emisiones de SO; a la atmésfera por ramo

Emision Fuente

Industria Transporte Servicios Energia

S0, (%) 76.87 15.80 5.61 1.72
Fuente: Quadn y Sanchez, 1994

De acuerdo con el balance nacional de energia el sector industrial consume 293,230
petacalorias' que corresponden al 33.9% del consumo nacional total que es de 970,106
petacalorias; las ramas industriales con mayor participacién en consumo de energia e
insumos materiales y con alto potencial de contaminacion del aire son: Cemento, Aziicar,
Petroquimica, Siderurgia, Quimica, Vidrio, Mineria, Celulosa y Papel, Fertilizantes,
Cerveza y Malta, Aguas Envasadas, Construccién, Produccién de Electricidad, Automotriz,
Hule, Aluminio y Tabaco.

En el sector industrial se utilizan diversos combustibles, aunque son fres los que se
consumen en mayor cantidad, estos son el gas natural, el combustéleo y diesel,
principalmente.

'1 petacaloria = 1 x 10" calorias

13
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La generacién de contaminantes emitidos a la atmosfera por el sector industrial es variada y
depende de cada rama industrial y de su presencia en cada region del pais. En 1994, el total
de emisiones de SO, en todo el pais fue de 1,161,231 ton/afio (INE, 1994). En la figura 2.4
se presenta el porcentaje de emisiones por contaminante en todo ¢l pais durante 1994.

sO,
59.1%

Figura 2.4. Emisiones de contaminantes en México durante 1994, INE, 1994

En cuanto a las emisiones producidas por los servicios, las mayores emisiones de SO; a la
atmosfera son debidas a los bafios piiblicos, siendo también aportadores importantes los
deportivos y las tintorerias.

Los factores de generacién de SOx de cada combustible se muestran en la tabla 2.10, asi
como la carga contaminante producida por cada tipo de combustible y como es de
esperarse, a pesar de su bajo precio es el combustéleo el que mayor contaminacion genera,
seguido del diesel.

Tabla 2.10. Factores de emision para procesos de combustién y carga contaminante
por energia producida de cada combustible

Contaminante Combustoéleo Diesel Gas natural
(x10°L) (x10°L) (x10° m%)
SOx (kg) 76 42.5 0.0096
SOx (kgSOx/cal comb) 4.81x 107 291x 107 721 x 107

Fuente: WB y DDF, 1990

2.3.3.1. Grado de conversion de SO; en SO; y emisiones de SO, en generadores de
vapor

Los compuestos de azufre, que forman parte de los combustibles sdlidos y liquidos, se
oxidan en SO,, de acuerdo con la siguiente reaccién

S + 0, » SO, (2.3)
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Durante el proceso de combustion una pequefia cantidad de este SO; (del 1 al 3%), se oxida
en SO;

SO, + %0, > SO; 2.4)

El SO, y el SOs, se combinan rapidamente con el oxigeno y la humedad, formando acido
sulfiirico (H,S0,), uno de los componentes de la lluvia acida

280; + O, —» 280, (2.5)
SO; + H;O — H,S04 (26)

Existen dos mecanismos para la oxidacién del SO, a SO;: en fase homogenea y en fase
heterogénea.

Fase homogénea

En esta fase la oxidacion es altamente dependiente de la temperatura, por lo que tiene lugar
en el interior de la flama y a la salida del hogar de los generadores de vapor. A
temperaturas entre 400 y 600 °C ocurre la maxima conversién de SO; en SOs.

Fase heterogénea

La oxidacién ocurre por los efectos cataliticos de los depdsitos (Levy y Merryman, 1963),
producidos por la oxidacion de los metales contenidos en el combustdleo. En esta fase
ocurre el mayor porcentaje de conversion de SO; en SOs;. La produccién de SO; con
combustdleo es aproximadamente el doble que la produccién del SO, con carbon para
porcentajes de 4 y 1% de azufre, respectivamente.

E! SO, total producido para cualquier tipo de combustible (Espinosa et al., 1996) puede
obtenerse mediante la reaccion

+(209-0,)*10,000

€4S +or9(H-0)s021(N)

S0, =

2.7
donde
C, H, O, N y S: son las fracciones en peso de cada elemento en el combustible
(adimensional),
0s: es la concentracion de oxigeno en los gases de combustion (%),
SO;: esta en ppm.

El grado de conversidon de SO; en SO; no es proporcional al contenido de azufre en el
combustible (Rendie, citado en Espinosa et al,, 1996). A mayores concentraciones de
oxigeno la oxidacién del SO, en SO; aumenta (Milén, citado en Espinosa et al., 1996). La
formacion de SO; esta influenciada por €l tamafio del generador de vapor y, a su vez, por
los tiempos de residencia de los gases de combustion (Squires, citado en Espinosa et al.,
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1996).

Los valores de SO; medidos en chimeneas de generadores de vapor con capacidades de 25
a 350 MW no exceden por mucho las 7 ppm para combustéleo con contenidos de azufre de
hasta 4%. (Espinosa et al., 1992).

En generadores de vapor que utilizan carbén, la neutralizacién del SO, y del SO es mayor
por el alto contenido de cenizas. Por ello, las emisiones de SO, y de SO; son bajas.

2.3.4. Impactos ambientales provocados por los compuestos de azufre

Charlson ef al., 1987, sugicren que el dimetilsulfuro en particular, juega un papel
importante en el control climatico. En la atmosfera, el acido metano-sulfénico, un producto
de la degradacion del dimetil sulfuro, tiene un papel significativo en la formacién de nubes,
tal como el dimetilsulfuro afecta también el clima.

Los compuestos que contribuyen al transporte del azufre oceanico y terrestre a la atmésfera
son: carbonilsulfuro, carbonildisulfuro y los metilsulfuros, dimetildisulfuro, metanotiol, en
menor grado, dimetildisulfuro. La ocurrencia natural promedio del dimetilsulfuro,
carbonilsulfuro y carbonildisulfuro en los océanos y atmésfera se presenta en la tabla 2.11.

Tabla 2.11. Ocurrencia de compuestos volatiles de azufre en los océanos (1 ug S/m*) y
en la atmdésfera (ppb)

Seccion Dimetilsulfuro Carbonilsulfuro Carbonildisulfuro
QOcéano 45 3.2-109 0.6
Atmoésfera 0.001 % 05w 0.02"

Adaptado de: ' Khalil y Rasmussen, 1984; ‘Brimblecombe, 1986; *Andreae y Barnard, 1984; "Cooper y
Matrai, 1989; *Loverlock, 1974; *Ferek y Andreae, 1984.

E! flujo de compuestos de azufre de la atmosfera hacia los océanos y al suelo es
principalmente en la forma de sulfatos.

La mayoria de los compuestos organosulfurados son removidos por absorcion con carbon
activado, conversién catalitica a SO o H,S, y mas recientemente, con biofiltros.

Los flujos de carbonilsulfuro de origen terrestre y ocednico a la atmosfera son
relativamente pequefios, pero este compuesto es abundante en la tropdsfera. La explicacion
es que el carbonilsulfuro tiene un tiempo de vida en la tropdsfera de casi dos afios.

A bajas altitudes, el carbonildisulfuro no ha sido detectado en concentraciones significantes
en la atmosfera (Khalil y Rasmussen, 1984) y a altas altitudes (arriba de 6 km), no se
detecta. El tiempo de vida del dimetildisulfuro es de cerca de 12 dias.

El dimetilsulfuro, metanotiol, dimetildisuifuro, carbonilsulfuro y carbonildisulfuro tienen

un bajo punto de ebullicion, alta toxicidad y un olor ofensivo. En la tabla 2.12 se presentan
algunas propiedades de estos compuestos de azufre.
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Tabla 2.12. Propiedades de algunos compuestos volatiles de azufre

Compuesto " LDs) (ppm) *MAC (ppm) > O, t. (pph)
H,S 444 10 8.5 - 1000
Metilsulfuro 675 0.5 0.9-8.5
Dimetilsulfuro 40250 20 0.6 - 40
Dimetildisulfuro 5 '20 0.1-3.6

' Concentraciones letales; “ Concentraciones maximas aceptadas; ° Concentraciones para umbral de olor en
gas. Adaptado de: Bhathia, 1978., Suylen, 1988., Merck Index Catalog, 1989.

24. NORMATIVIDAD DEL AZUFRE EN EL COMBUSTOLEO Y OTROS
COMBUSTIBLES

El gobierno ha mostrado preocupacién por el problema de la contaminacién por SO, como
lo revelan las Normas Oficiales Mexicanas de 1a tabla 2.13.

Tabla 2.13. Normas Oficiales Mexicanas que regulan el contenido de azufre en
combustibles. Diario Oficial del 2 de Diciembre de 1994

Combustible Contaminante Norma Nivel permisible % en
peso
Magna sin Azufre A. mercaptanico | NOM-086- ECOL-1994 | 0.10 maximo 0.002
maximo
Nova Plus Azufre NOM-086- ECOL-1994 | 0.15 maximo
Diesel sin Azufre total NOM-086- ECOL-1994 | 0.05 maximo
Diesel desulfurado Azufre total NOM-086- ECOL-1994 | 0.5 miximo
Diesel industrial Azufre NOM-086- ECOL-1994 | 2.0 maximo
Combustoleo pesado Azufre NOM-086- ECOL-1994 [4.0°, 4.6 y 4.0
mAaximo
Gas natural Azufre total (dm*/m’)’ [ NOM-086- ECOL-1994 | 0.32 maximo 0.012
H,S (dm’/m’) méximo
Gas licuado de petrdleo | Azufie total (kg./ton) | NOM-086- ECOL-1994 | 0.140 maximo
{Gas LP)
Turbosina Azufre total A. NOM-086- ECOL-1994 | 0.3 méaximo 0.003
mercaptinico méximo
" Combustéleo procedente de las refinerias de Cadereyta, Minatitlan, Salamanca, Salina Cruz y Tula

" Combustéleo de Cd. Madero ™" Cualquier combustéleo a partir del 1 de enero de 1998. '1 dm® = 1x10° m’

Desde el punto de vista normativo, la industria de acuerdo con lo estipulado en la Ley General
del Equilibrio Ecoldgico y Proteccion al Ambiente y su Reglamento en Materia de Prevencion
y Control de la Contaminacién a la Atmoésfera publicados en 1988, debe de tramitar su
licencia de funcionamiento prevista en los articulos, 18, 19 y 20 del Reglamento, asi mismo
debe presentar su Cédula de Operacion, Inventario de Emisiones, mediciones y resultados del
monitoreo en fuente. Ademds debe cumplir con lo especificado en las Normas Oficiales
Mexicanas.

Por lo que se refiere a la instalacion de equipos para prevenir y controlar las emisiones

generadas por algunos procesos industriales, existen muy pocas industrias que han realizado
inversiones con estos propositos. El INE ha analizado a las industrias inventariadas en la Zona
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Metropolitana de la ciudad de México y de 4,623 industrias sélo el 13% reporta la existencia
de equipos de control en sus procesos, de los cuales el 11.3% corresponde al control de
particulas, el 1% corresponde al control de hidrocarburos, y el 1.3% al control de diéxido de
azufre.

Enlatabla 2.14 se presenta la parte de normas que rigen los niveles permisibles de emision de
SO, en procesos de combustion y en los vehiculos automotores, siendo maés estrictas para la
Zona Metropolitana del Valle de México, sobretodo a partir de 1998.

Tabla 2.14. Normas Oficiales Mexicanas que establecen los maximos niveles permisibles
de emisién de contaminantes. Diario Oficial del 2 de Diciembre de 1994,

Fuente Especificacion Norma Nivel Permisible
Capacidad de la planta kg SO,/ton H,50,
{ton/dia)
Plantas productoras de 1-500 17.5
H,SO, ubicadas enzonas | s01-700 NOM-039-ECOL/1993 |77 77777 3o
erificas 4 oi-0 T 90
+ 1000 4.0
Plantas productorasde |  1-500 28.0
H,S0; ubicadas en el resto 501-7007 NOM-039-ECOL/1993 |7 2007
delPais {7 70110600 R ¥ s B
“““““““ +1000 TR T
Plantas nuevas 1-500 NOM-039- ECOL/1993 13.0
elaboradoras de H,80, | - 500 T 30T
Produccidn de acido g SOy/kg. (ADBS)
dodecilbencensulfo-nico NOM.-046- 1.0
(ADBS) ECOL/1993 g SOy/kg. (ADBS)
1.2
Combustién de Caracteristicas de kg SO,/10° kcal
combustibles en fuentes contenido de azufre
fijas
1% enpesode 8 NOM-085- 2.04
Combustoleo 2% enpesode 8 ECOL-1994 4,08
4% enpesode S 8.16
"""""""" Diesesl | 05%enpesodeS | NOMW08- | TTTTTOe1TTTTC
ECOL-1994
""""""""""""""""""""" Hasta S250 MR |7 U088 (ZMTMY) T
Combustédleo NOM-085- 981" (resto del pais)
Mas de 5250 MI/h ECOL-1994 2.04" (ZMCM)
8.16  (resto del pais)

"De 1994 al 31 de diciembre de 1997 ~ Del 1 de enero de 1998 en adelante

2.5. MICROORGANISMOS QUE DEGRADAN AZUFRE

Actualmente se sabe que algunos microorganismos como las bacterias, hongos y levaduras
son capaces de utilizar diversos sustratos para crecer. En especial, algunas cepas
bacterianas pueden transformar compuestos organicos e inorganicos con azufre. Debido a
que la selectividad de los microorganismos por un sustrato especifico puede llegar a ser
alta, se puede evitar el consumo de hidrocarburos y, por tanto, pérdida del poder energético.
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2.5.1. Requerimientos para el crecimiento microbiano

El microorganismo requiere para su crecimiento de una fuente de energia y de una fuente
de materia. Una vez que se proveen los nutrientes necesarios, las células empiezan a crecer
y/o a producir algunos compuestos metabolicos de interés. La transformacion de nutrientes
en células y/o productos se denomina metabolismo. La conversion del sustrato a células es
un factor muy importante pues controla, ademés del rendimiento, la demanda de oxigeno y
la produccién de calor. Por lo general, cuanto mas oxidado esta el sustrato menor es el
rendimiento; otro problema es que los rendimientos dependen también de las condiciones

ambientales.

En un cultivo microbiano fodas las partes estan sujetas a las mismas condiciones de
temperatura, pH, concentracion de nutrientes, etc. En la Figura 2.5, se indican las diferentes
fases que ocurren en un cultivo en las condiciones anteriores; estas fases reflgjan cambios
en la biomasa y en el medio ambiente. Después de un periodo lag, el crecimiento ocurre a
la méaxima rapidez y finalmente cesa, ya sea por carencia de un nutriente, por acumulacion
de un producto inhibidor, o por algin cambio en el ambiente fisicoquimico. Después de que
la biomasa alcanza el maximo, aparece generalmente una fase estacionaria durante la cual
la biomasa permanece constante; mds adelante ésta disminuye como consecuencia del
metabolismo de mantenimiento (enddgeno) o por autélisis.

Ilag
vi 11 aceleracién del crecimiento
ITI crecimiento exponencial
IV desaceleracién
V estacionario
VI declinacién

Log de biomasa

Tiempo
Figura 2.5. Fases del crecimiento microbiano. Quintero, 1993

2.5.2, Bacterias sulfato-reductoras

El descubrimiento de las bacterias sulfato-reductoras lo hizo M.W. Beijerinck quien fue
capaz de aislar esta bacteria de un canal lodoso en Delft y las nombrdé como Spirillum
desulfuricans (Quintero, 1993). El estudio de estas bacterias ha seguido un camino de
altibajos, probablemente debido a la dificultad para obtenerlas y mantenerlas en cultivos
puros. Después del afio de 1960, las bacterias sulfato-reductoras se clasificaron en género y
familia y las hay tanto Gram-negativas como Gram-positivas.
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En 1861, Pasteur escribio acerca de la fermentacién butirica: “Estas infusorias no sélo
viven sin aire, sino que mueren por el aire”. Esta declaracién se extendié a todas las
bacterias anaerobias.

Hardy y Hamilton, 1981, demostraron que estos organismos no eran los “anaerobios
tipicos” definidos por Pasteur, a través de encontrar que la velocidad de supervivencia de
un superéxido dismutasa conteniendo cepas de D. vulgaris, fue la misma en agua de mar
oxigenada y desoxigenada. Postgate, 1984, escribié que cuando las bacterias sulfato-
reductoras se exponen al aire, no sdlo mueren, sino que permanecen inactivas.

Estas observaciones sugieren que el oxigeno juega un papel fisioldgico en estas “anaerobias
estrictas”, aunque no se ha proporcionado una demostracion clara de la estimulacién
sostenida por el oxigeno en su crecimiento.

Dilling y Cypionka, 1990, reportaron algunas cepas Desulfovibrio que fueron capaces de
desarrollar fosforilacién oxidativa en presencia de aire.

Las bacterias sulfato-reductoras son conocidas por su capacidad de producir sulfuros
toxicos de la reduccion de sulfatos. Estos sulfuros son los principales agentes implicados en
la corrosién anaerobia de acero ligero. La bacteria sulfato-reductora también es capaz de
utilizar como aceptor de electrones terminales a los sulfatos, fumaratos o nitratos con
formacion de ATP. Estas bacterias son ricas en proteinas relacionadas con las reacciones de
oxido-reduccion.

Hata ef al., 1964, aislaron a las bacterias sulfato-reductoras de aguas superficiales de la
bahia de Hiroshima, al igual que Novozhilova y Berezina, 1968, asi como de sedimentos de
un lago altamente aireado en el semi-desierto de Rusia. Fueron los primeros en reportar que
estas bacterias poseen una especie de mecanismo protector contra la exposicién accidental
del oxigeno.

De acuerdo a estos estudios, se puede decir que el oxigeno no es un eliminador potente de
la bacteria sulfato-reductora, sin embargo, éstas no son capaces de sostener su crecimiento
en su presencia.

2.5.2.1. Distribucién y papel de la bacteria desulfurante en la naturaleza

Las bacterias sulfato-reductoras ocurren predominantemente en la descomposicién de
sedimentos y lodo negro donde los materiales orgénicos sufren la degradacién anaerobia.
Las desulfurantes parecen estar adaptadas especialmente a los productos de metabolismo de
carbohidrato incompleto, por ejemplo, los 4cidos fuertes, oxiacidos, alcoholes e hidrégeno
de fermentaciones. La masa del sulfuro de hidrégeno que ocurre en la naturaleza puede ser
considerada como el producto final de la sulfato respiracion.

2.5.2.2. Enriquecimiento y aislamiento

Para el enriquecimiento de cultivos de bacterias sulfato-reductoras el medio nutritivo debe
contener un donador de hidrégeno disponible, un sustrato asimilable, sales minerales y
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sulfato. También se requieren condiciones anaerobias y un potencial redox suficientemente
bajo (E, de - 200 mV).

La literatura sefiala la degradacién de compuestos organicos de azufre como los tioles,
disulfuros, tiofenos, benzo y dibenzotiofenos (Finnerty er al., 1992). Ante la imposibilidad de
evaluar un nimero indefinido de microorganismos que degraden a su vez diversos
compuestos, muchos investigadores se han abocado a la identificacién de cepas que degraden
compuestos modelo como son el 4cido sulthidrico, algunos mercaptanos y dibenzotiofenos. La
tabla 2.15 muestra una lista de los microorganismos de interés y los sustratos que metabolizan.

Tabla 2,15. Algunos microorganismos degradadores de azufre orginico y sus sustratos

Microorganismo Sustratos Referencia
Thiobacillus thioparus azufre elemental, tios_u?fatos, Starr et al., 1981
T. neapolitanus, sulfuros, sulfitos y politionatos

T. ferroxidans
T concretivorus,
T, thioxidante

Desulfovibrio desulfuricans sulfatos Widdel y Bak, 1991
D. vulgaris, D. gigas Starr et al., 1981
Desulfobacter posigatei sulfatos Widdel y Bak, 1991
Starr et al., 1981
Desulfobulbus propionicus sulfatos Widdel y Bak, 1991
Starr et al., 1981
Desulfococcus multivorans sulfatos Widdel y Bak, 1991
Starr ef al., 1981
Desulfomonile tiedjei sulfatos Widdel y Bak, 1991
Desulfomicrobium sp sulfatos Widdel y Bak, 1991
ge-‘“?f"”e’"“ limicola sulfatos Widdel y Bak, 1991
- magnum Starr et al., 1981
Desulfosarcina variabilis sulfatos Widde! y Bak, 1991
Starr er ¢f., 1981
Desulfotomacutum nigrificans D. sulfatos Starr ef al.. 1981
antarticum ’
Desulfoarculus baarsit sulfatos Widdel y Bak, 1991
Rhodococcus rhodochrous Azufre orgénico derivado del carbén | Kilbane y Jackouski,
1992
Bacterias aerobias Gram(-) gque Dibenzotiofeno, benzotiofeno, Finnerti et ai., 1992
crecen en carbazol tiantreno, tioxiantina
Pseudomonas sp Dibenzotiofeno Kodama et al.., 1973,
Yamada, 1968
Sulfolobus acidocaldarius Azufre organico de carbdn Kargi y Robinson, 1986
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bituminoso

Rhodococcus rodochrous +

Azufre organico

Bielage y Kilbane, 1989

Enterobacter sp

Pseudomonas aeruginosa Dibenzotiofeno Hou y Laskin, 1976
Bacillus sphaericus + Azufre organico Bielage y Kilbane, 1989
Enterobacter sp

Acinetobacter y Rhizobium sp Dibenzotiofeno Malik, 1978
Thiobacillus sp Azufre organico Gockay y Yurteri, 1983
Arthrobacter y Pseudomonas sp Dibenzotiofeno Knecht, 1961

Pseudomonas maltophila

Sulfoacetato, sulfosuccinato,
tetrametil sulfano, bencen sulfonato,
toluen sulfonato, 3-piridina sulfonato,
2-sulfo benzoato, 1-naftalen
sulfonato, 2-naftalen sulfonato,

Lee y Clark, 1993

sulfopropil piridimina
Rhodococcus sp Acido sulfhidrico Ohta ef al., 1990
Pseudomonas sp Tiofeno Kurita et al., 1971
Rhodopseudomonas sp Mercaptomalato, H;S, malato Visscher y Taylor, 1993

Thiocapsa roseopersicina sp

3 Mercaptopropionato, H;S,
mercaptomalato

Visscher y Taylor, 1993

Fuente: Aragén ef al., 1996

2.5.2.3 Formaci6n de sulfuro de hidrégeno por reduccion de sulfato

El grupo fisiologico de las bacterias sulfato-reductoras (también llamadas desulfurantes)
esta caracterizado por la habilidad de transferir el hidrégeno al sulfato como el aceptor final
de electrones con la reduccion del sulfato a sulfuro. Este proceso encierra el transporte de
electrones con la participacién de citocromo ¢, y la ganancia de energia se da por el
transporte de electrones (fosforilacidon) bajo condiciones anaerobias.

H,S + SOs

Donador de hidrégeno

—M

$,0,% + SO5*
S;04%

(2.8)

Debido a que esta clase de reduccion de sulfatos es similar a la respiracién con oxigeno, es
también llamada sulfato respiracion o sulfato reduccién. El principal producto de esta
reduccion es el sulfuro de hidrégeno:

8 [H]+2H + S0, —» H,S + 4H;0
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La mayoria del sulfuro de hidrégeno producido en la naturaleza es debido a esta reaccién.
Las bacterias sulfato reductoras, en contraste a las nitrato reductoras, son anacrobias
obligadas y estrictamente dependientes de condiciones anaerobias.

2.5.2.4. Posicion sistematica

Diversos grupos de bacterias anaerobias son capaces de Hevar a cabo la sulfato respiracion.
Algunas de ellas son eubacterias flageladas y no flageladas (Desulfovibrio,
Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfomonas, Desulfobacillus, Desulfosarcina,
Thermosulfobacterium), bacterias gram-negativas (Desulfonema), eubacterias gram-
positivas formadoras de endosporas (Desulfatomaculum), 'y  archaebacterias
(Archaeoglobus). Varios compuestos de bajo peso molecular pueden servir como
donadores de hidrégeno para diferentes miembros del grupo: lactato, acetato, propianato,
butirato, formato, metanol, etanol, dcidos més pesados, compuestos arométicos e hidrogeno
molecular. Sin embargo, algunas especies no pueden usar todos estos compuestos. Este
grupo de organismos es sin embargo muy heterogéneo con respecto a la utilizacién de
substrato y mecanismo metabdlico. El siguiente es un breve resumen de los subgrupos sin
adentrarse en detalles:

a) Este grupo, puede crecer en lactato y otros acidos y utilizar hidrégeno molecular.
Ellos oxidan los donadores de electrones en forma incompleta y excretan acetato, el
grupo contiene especies de Desulfovibrio y Desulfatomaculum.

b) Recientemente se han aisfado especies que utilizan acetato, dcidos de cadena
corta y larga, alcoholes, compuestos aromaticos e hidrogeno molecular como
donadores de hidrégeno. Ellos incluyen Desulfatomaculum acetooxidans,
Desulfobacter, Desulfonema y otros.

¢) Algunas especies son capaces de crecer autotréficamente con hidrégeno
molecular vy tiosulfato. Este grupo incluye cepas de Desulfovibrio,
Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfobacter y Desulfatomaculum asi como
Archaeglobus.

d) Un aislado descubierto recientemente, Desulfovibrio dismutans lleva a cabo el
suministro de energia entre el tiosulfato o sulfito a sulfato y H,S. Varias cepas
crecen autotroficamente en la presencia de acetato como quimioheterdtrofos. Su
metabolismo puede ser considerado como “fermentacidn inorgénica”.

2.5.2,5. Reduccion de sulfito

La reduccidén del sulfito a sulfuro es llevada a cabo en diferentes formas y por diferentes
bacterias La sulfito reductasa puede reducir el sulfito en un paso de seis electrones
directamente a sulfuro sin la liberacién de productos intermediarios, ésta clase de reduccion
asi como la reduccidn asimilatoria de sulfito, generalmente involucra compuestos de hierro-
forfirin (desulfoviridin, desulforubidin). En el segundo mecanismo, el sulfito es reducido en
tres pasos sucesivos en el cual intermediarios libres son producidos (tritionato y tiosulfato),
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esto es a través que los electrones para la reduccién de sulfito son proporcionados via
citocromos (citocromo b en algunas bacterias, citocromo ¢ en otras).

2.5.2.6. Reduccion de sulfatos

Casi todas las bacterias, pueden crecer con sulfato y su fuente de azufre. Ellas producen el
sulfuro el cual es necesario para la sintesis de aminoacidos que contienen azufre por
“reduccion asimilatoria de sulfato”. El sulfuro de hidrégeno y el azufre pueden obtenerse de
la reduccion de sulfatos de depésitos marinos con desechos de agua que contienen
Desulfovibrio. Sin embargo, el Desulfovibrio también causa indirectamente una corrosion

anaerobia del hierro; ésta corrosién es de gran importancia econémica. En una atmdsfera
hiimeda se lleva a cabo la siguiente reaccion

a) Oxidacion del hierro:

4Fe + 8H" — 4Fe?* + 4H, (2.10)
Normalmente, ¢l fierro es protegido de una corrosién mayor por la pelicula de hidrégeno.
Cuando el sulfato y la bacteria desulfurante estin presentes, causan una despolarizacién
catddica, y ¢l fierro es oxidado atin en la ausencia de oxigeno

b) Reduccidn del sulfato:

4H; + SOs —» H,S +2H,0 +20H (2.11)

c) Precipitacién de fierro:

4Fe’ + H,S + 20H +4H,0 — FeS + 3Fe(OH), + 6H" (2.12)
La suma de estas tres reacciones es

4Fe + S04 +2H,0 +2H" — FeS + 3Fe(OH), (2.13)
La bacteria Desulfovibrio ha sido la responsable del alto contenido de sulfuro de hidrégeno
en el fondo (abajo de 200 m) del Mar Negro y por su color negro, debido a la corrosién del
fierro.
2.5.2.7. Reduccion de azufre a sulfuro de hidrégeno
Recientemente ha sido descubierto que algunas bacterias pueden crecer con azufre
inorgédnico como el aceptor de hidrégeno para el transporte anaerobio de electrones. El

azufre se reduce a sulfuro de hidrogeno en este proceso, el cual se designa como
“respiracion de azufre”.
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des del sulfur hidrd

El 4cido sulfhidrico es maloliente, corrosivo a metales, también bastante soluble en agua.
Los indoles, escatoles, tioles y mercaptanos son mas olorosos. El H,S es téxico a la
mayoria de las bacterias aiin a baja concentracién y es fatalmente téxico a los humanos
causando la muerte a exposiciones de 30 minutos a concentraciones gaseosas de 800 a 1000
ppm. A concentraciones més altas ocurre la muerte alin mas rapido que a exposiciones de
cianuro. El H>S también paraliza el centro respiratorio y también los nervios del olfato,
nulificando la sefial normal del olor de gas caracteristico a huevos podridos.

ilibrio del sulfur hidré

El sulfuro se ioniza en agua como sigue

HS —» HS + H' (2.14)
k, = ﬁ%é“—) =107 (2.15)
2

El H;S es mids téxico que el HS”

ncia de la tempe

La temperatura ¢jerce un fuerte impacto en la ionizacién y solubilidad del sulfuro. En la
tabla 2.16 se presenta la ionizacién del H,S para diversos valores de temperatura.

Tabla 2.16 Constante de ionizacién del H,S a diferentes temperaturas

Temperatura ("C) Coustante de ionizacién k,
18 9.1 x 107
25 11.2x10°
35 149x 10"
45 19.4x 107
55 24.7x 10%

Fuente: Lawrence y McCarty, 1966

En la tabla 2.17 se presenta la solubilidad del H,S vs temperatura.
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Tabla 2.17. Solubilidad del H,S para diferentes temperaturas

Temperatura (°C) H,S (mg/L de H,S)
15 4410
20 3850
25 3380
30 2980
35 2650
40 2360
45 2100
50 1880
60 1480

Fuente: Lange, 1979.
2.6. FERMENTACION

Un proceso de fermentacion comprende no solo las reacciones bioquimicas efectuadas por
microorganismos y/o por enzimas sino que ademas considera las caracteristicas fisicas y de
operacidn del recipiente en donde se lleva a cabo (fermentador); éstas variables deben ser
optimadas para lograr un proceso adecuado.

2.6.1. Microorganismos en la fermentacion

Los microorganismos utilizados en la fermentacion son generalmente bacterias, levaduras,
hongos, algas y tejido celular vegetal y animal. En la gran mayoria de las fermentaciones se
emplean cultivos puros (es decir, el uso de una cepa de una especie dada de
microorganismos) y sélo en casos muy particulares se usan dos o mas especies
(denominado cultivo mixto).

2.6.2. Escalamiento de fermentaciones

El problema del paso de una escala a otra (escalamiento} es uno de los de mayor
importancia en la fermentacion. Por Io general en el laboratorio se opera con matraces
agitados (< 500 mL) o pequefios fermentadores donde se buscan nuevos productos, se
estudian mecanismos de control y se mejoran las cepas de produccion. En la planta piloto
se estudian efectos de aeracion, temperatura y control de pH. Solomons (citado por
Quintero R., 1993), indica cuales son los intervalos de operacién mas comunes en los que
se refiere a potencia por unidad de volumen y a velocidad de agitacién. En la tabla 2.18 se
muestran las caracteristicas de dicho escalamiento.
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Tabla 2.18. Caracteristicas de escalamiento de fermentacién.

Escala del Potencia de Capacidad del Velocidad de
fermentador trabajo (W/L) fermentador (L) agitacion (rpm)
Escala pequeiia 8-10 3 200 - 2000
Escala piloto 3-35 10 200 - 1200
Escala industrial 1-3 50 100 - 800
200 50 - 400
500 50 - 300

Fuente: Quintero, 1993

2.7. OPCIONES PARA DESULFURAR COMBUSTOLEO Y OTRAS FRACCIONES
DEL PETROLEO

Existen dos opciones para controlar las emisiones de SO,
a) eliminar el azufre contenido en el combustdleo y

b) usar lavadores de gases para ¢l tratamiento de las corrientes gaseosas generadas por la
combustion, antes de su liberacion al ambiente.

La eliminacién de azufre en el combustéleo puede lograrse mediante reduccién quimica
(tratamiento con écido o "endulzamiento™) o por hidrodesulfuracién (Hastings y Van Driesen,
1988). Esta iiltima es el proceso mas empleado y consiste en pasar los hidrocarburos a través
de un lecho formado por un catalizador a elevadas temperaturas (550 a 880°C) y presiones
(150 a 300 psi), inyectando hidrégeno. El azufre reacciona con este compuesto para producir
sulfuro de hidrégeno (H,S) y obtener un hidrocarburo desulfiurado (figura 2.6). La
hidrodesulfuracién catalitica presenta los siguientes inconvenientes (Monticello, 1992): el
costo de inversién es muy elevado, al igual que el de operacion (por el requerimiento de altas
temperaturas y presiones); se destruye parte de los hidrocarburos disminuyendo el valor
energético del compuesto tratado; genera una gran cantidad de sulfuro de hidrogeno que debe
ser eliminado de la corriente por desorcién con aire; y, tiene un alto consumo del catalizador
por el propic subproducto formado. Ademds, el proceso no es muy eficiente ya que no todas
las moléculas organicas azufradas se descomponen.
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Figura 2.6. Diagrama del proceso de hidrodesulfuracion.
Fuente: Kenneth ef al,, 1988.

Una altemativa a la hidrodesulfuracién catalitica es el tratamiento biologico
(biodesulfuracion); el cual, es menos costoso, no genera desechos peligrosos y es de fécil
operacion. Actualmente, se sabe que algunos microorganismos como las bacterias, hongos y
levaduras son capaces de utilizar diversos sustratos para crecer. En especial, algunas cepas
bacterianas pueden transformar compuestos orgéanicos e inorgénicos con azufre. Debido a que
la selectividad de los microorganismos por un sustrato especifico puede llegar a ser alta, se
puede evitar el consumo de hidrocarburos y, por tanto, pérdida de! poder energético.

2.7.1. Eliminacion biologica de azufre en petréleo y carbén

Se han reportado en la literatura pocos trabajos sobre la remocion de azufre en combustdleo
por via bioldgica; los antecedentes més cercanos son la biodesulfuracion de petréleo, sus
destilados medios y del carbon. Ohmura y Saiki, 1994, describieron un sistema para la
desulfuracién de carbon en una columna de flotacion. Se sabe que el carbdn contiene
predominantemente azufre organico (i.e. 3 %), en menor concentracién azufre piritico (i.e. 0.3
%) y casi nada de sulfatos (i.e. 0.06 %). Estos investigadores prepararon un carbén azufrado
con un contenido de 13.2 % como azufre total. Lo trataron en una columna de flotacion
utilizando como inéculo Tkiobacillus ferroxidans y lograron la remocién desde el nivel inicial
hasta un 1.8 %, con densidades bacterianas entre 1y 3 x 10° células/mL.

Monticello, 1993, report6 un sistema para la desulfuracion catalitica de petroleo y destilados
medios. El diagrama de flujo se presenta en la figura 2.7 y consiste basicamente en la mezcla
del biocatalizador {material bioldgico) con el petréleo en un tanque agitado para formar una
emulsién. Después de cierto tiempo, la emulsion se rompe y €l combustible desulfurado es
separado. El biocatalizador es recuperado y el azufre separado por precipitaciéon con 6xido de
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calcio y removido de la corriente acuosa. Este proceso logra una disminucién de azufre del §
al 25 %. Monticello enfatizé que los principales factores para la aplicacién practica de este
sistema son: mejoramiento de la cepa bacteriana y del proceso fermentativo en si; seleccion de
una configuracion adecuada del bioreactor y de una metodologia de ruptura de la emulsién
eficiente; y, determinacion de un método de disposicion de desechos (azufre, agua, catalizador
agotado, etc.).
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Figura 2.7. Diagrama del proceso de biodesulfuracion catalitica para hidrocarburos.
Fuente: Monticello, 1993

Para lograr la degradacién de los compuestos de azufre en el combustéleo se esta trabajando
con bacterias sulfato-reductoras (BSR) ya que éstas durante 1a respiracion anaerobia utilizan el
azufre en forma de sulfatos como aceptor final de electrones, oxidando los compuestos
organicos. Este grupo de bacterias al activar los sulfatos, los reducen a H,S mediante la
conservacién de energia. Ademas de los sulfatos, las BSR también pueden utilizar sulfitos,
tiosulfatos, tetrationatos y azufre elemental como aceptor de electrones (Pfennig et al., 1981,
Postgate, 1984).

La modificacion microbiana de compuestos de azufre inorgénico en combustéleo puede ser
la responsable de las fallas en las tuberias y el equipo, debido a los dafios de corrosién por
el 4cido sulfiirico y sulfuro generado por la bacteria. El 4cido se forma aerébicamente a
través de la accion de Thiobacillus sp., por medio de la oxidacién de compuestos de azufre
reducido a sulfato. El sulfuro es generado anaerobicamente por Desulfovibrio sp. y otros
microorganismos a través de la reduccién de sulfato a sulfuro.
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2.7.1.1. Dibenzotiofeno como un Sistema Modelo

La abundancia relativa en crudos de tiofeno aromético como dibenzotiofeno (DBT) ha
permitido la aceptacion calificada de ésta molécula como un modelo general de compuestos
de azufre organico en petrdleo y carbén. Sin embargo la validez de este modelo no ha sido
claramente establecida. Algunos reportes describen la oxidacién del DBT por especies de
Pseudomonas, Rhizobium y Acinetobacter, Arthrobacter, Beijerinkia, Sulfolobus
acidocaldarius, y cultivos no caracterizados que han gparecido en la literatura. EI
mecanismo para la oxidacién bacterial del BDT es esencialmente el mismo que el reportado
para muchas moléculas aromaticas, especialmente naftaleno. Recientemente, Hartdegan er
al., 1984), propusieron un sistema para la biodesulfuracién del petrdleo, usando un
derivado genéticamente alterado de Pseudomonas alcaligenes que oxida el DBT y
relaciona moléculas a productos solubles en agua, y proponen un disefio de reactor usando
membranas permeables para separar el crudo y la fase acuosa. La mayor desventaja de
oxidar el DBT directamente a productos solubles en agua para removerlos del crudo es la
pérdida de carbén (y consecuentemente su poder calorifico) asociado con el azufre
organico.

Los cultivos microbianos usados en la desulfuracion de petroleo deben ser tolerantes a Ia
severa naturaleza de los crudos y sus procesos, especialmente con relacién a los metales
pesados, a los hidrocarburos potencialmente téxicos, v los extremos de temperatura y pH,

La remocién de un porcentaje razonable de azufre en el crudo generara cantidades
significantes de subproductos. En algunas ocasiones, Ia disposicion de los subproductos
puede ser mas costosa que otros aspectos de la tecnologia. Los esquemas de la
desulfuracién basados en la solubilizacién de moléculas como DBT podrian producir
grandes cantidades de azufre heterociclico. Estos compuestos pueden tener usos
industriales, tal como estimuladores de crecimiento en planta, agentes antimicrobianos, o
proveer alimentacién de quimicos. También pueden ser carcinégenos. Una opcién para
recuperar el carbén contenido en los subproductos de la desulfuracion es quemarlos por su
valor como combustible para producir procesos de vapor, utilizando postcombustién en
sitio eficiente de desulfuracién de gas-combustible para atrapar el azufre de combustién.

Varias bacterias han sido reportadas por tener la habilidad de remover azufre de
combustibles fosiles, las cuales pueden dividirse en diferentes categorias de acuerdo con
sus modos de accidn: rompimiento oxidativo C-S, rompimiento reductivo C-S,
rompimiento oxidativo C-C, bacteria fotosintética y otros.

Las bacterias fotosintéticas usan tioles organicos como su fuente de azufre, pero no
degradan tiofenos, los cuales constituyen la mayor fuente de azufre organico en
combustibles fésiles, y son recalcitrantes a los procesos de desulfuracin termoquimica,

Los procesos oxidativos usan bacterias acrobias que requieren aereacién. Se necesitarfan
precauciones necesarias para proporcionar aire al combustible. Los microorganismos
degradan tiofenos por el rompimiento de enlace C-C, pero no degradan derivados de
tiofenos encontrados en carbén y petréleo y reducen el contenido energético de los
combustibles.
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El rompimiento oxidativo de enlaces C-S producen compuestos de nitrégeno provenientes
de dibenzotiofeno.

Por todo esto, la mejor eleccion serian los procesos que utilizan mecanismos de
rompimiento reductivo de enlace C-S.

2.8. ESTUDIOS DE BIODESULFURACION REALIZADOS

En cuanto a las bacterias, diversos son los mecanismos que emplean la via anaerobia para la
remocion de compuestos de azufre, la cual ha sido reportada desde hace varios afios.
Zobell, 1953, reportd que bacterias sulfato-reductoras con fuerte actividad hidrogenasa
podrian reducir compuestos de azufre organico a sulfuro de hidrégeno. Unos afios més
tarde, Kurita et al, 1971, aislaron cultivos los cuales producian sulfuro de hidrégeno a
partir de compuestos de azufre organico, y observaron que el metil violdgeno como un
mediador de electrones era esencial para la desulfuracién microbiana. También se han
realizado estudios con bacterias aerobias, las cuales oxidan compuestos de azufre organico del
petroleo a formas solubles en agua (Hartdegan, 1984).

La desulfuracion del petrélec ha estado presente en estudios realizados por algunos
investigadores como Eckart, 1986, quien us6 un cultivo mezclado que consistia de
Desulfovibrio sp; micrococci;, bacilli, clostridia.

Tae Sung et al., 1990, usaron dos bacterias sulfato reductoras, Desulfovibrio desulfuricans
M6 (KCTC 2740) y Desulfotomaculum nigrificans KCTC 1909 (NCIB 8395) en una
muestra del crudo de Kuwait que contiene cerca del 3 % en peso de azufre. La remocidén de
azufre lograda con la primera bacteria fue del 21%, mientras que con la segunda bacteria
solo se logro el 7%.

Monticello, 1993, presenté una alternativa biocatalitica para la reduccién de azufre en
combustibles fosiles. Utiliz6 la bacteria conocida como Rhodococcus rhodochrous
(IGTS8), l1a cual una vez desarrollada en un fermentador convencional opera en una
emulsion combustible-agua de 1 a 1. El proceso se limité para la desulfuracién de
destilados medios y se tuvo una remocién de azufre del 80% (de 0.25 a 0.05% en peso de
azufre). La volatilizacion del combustible en el reactor es insignificante y se pueden
procesar 10,000 barriles por dia con un tiempo de retencién de 1 hora. Los costos de capital
y operacion oscilan entre 1.50 y 2.50 délares por barril.

Steven, 1994, realizé experimentos en los cuales elimina del 0.75 al 0.50% en peso de
azufre de destilados medios de petréleo (eficiencia del 33%). El proceso emplea tres etapas
sucesivas con la bacteria Rhodococcus rhodochrous (IGTS8), pH entre 6 y 8, temperatura
de 30 °C, asi como velocidad de agitacién y aeracién especificas.

Se han realizado también estudios de biodesulfuracidn de compuestos especificos que existen

en ¢l petrdleo. Enfre ellos y por ser los de mayor contenido de azufre destacan los
dibenzotiofenos (Monticello y Finnerty, 1985).
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Afferden et al., 1993, realizaron experimentos de desulfuracién de dibenzotiofeno (DBT),
usando un cultivo puro de Brevibacterium sp. El cultivo se hizo crecer previamente en DBT
a 30 °C, con aeracién de 1.5 L/min y en agitacion a 600 rpm, hasta alcanzar una densidad
éptica de 0.8 (medida a 578 nm) en aproximadamente 70 horas, Este experimento se llevé a
cabo en un bioreactor con un volumen de trabajo de 1.25 litros; se usaron 1125 mL de
medio libre de azufre, 25 mL de petrdleo (25 mg de DBT por g de petrélec) y 8 % de
inéculo (100 mL). Los resultados indican una remocién de azufre maxima del 41.6 %
(1.2% a 0.7% en peso de azufre). No se presentd pérdida calorifica del combustible.

Byung ef al., 1995, usaron Desulfovibrio desulfuricans M6 para examinar la degradacién
de compuestos de azufre modelo encontrados en combustibles fsiles y para remover azufre
de crudos de diferentes origenes y sus productos. La degradacién varié de 96% para
dibenzotiofenos a menos de 10% para tioles. En la desulfuracién de los crudos se encontré
que se remueve mas azufre de fracciones pesadas de petréleo que de los crudos y las
fracciones ligeras. Para una muestra de crudo y combustéleo provenientes de Kuwait, se
obtuvieron porcentajes de desulfuracion entre 25 y 58.9%. El tiempo de proceso fue de 5
dias a 30 °C.

Otros trabajos realizados con dibenzotiofeno, fueron los de Julia De Fatima et al., 1996,
quienes disolvieron este compuesto en dos solventes orgéanicos tales como dioctiftalato
(DOC) y 2,2,4,4,6,8,8 heptametilnonano (HMN); logrando una remocién de azufre de
38.9% al usar el primer solvente en un tiempo de 16 dias y de 30 % con ¢l segundo solvente
en un tiempo de 7 dias. La desventaja de la experimentacién con DOC, es que se tiene una
pérdida de la fase organica del 30%, mientras que al usar el HMN, no se presenta pérdida
de solvente.

Finnerty et al., 1982, aislaron y modificaron una cepa de Pseudomonas alcaligenes, €l
sistema enzimatico de este microorganismo muestra suficiente especificidad por lo que la
velocidad de oxidacion de un azufre aromatico excede por mucho a la oxidacién de un
compuesto aromatico sin azufre.

Se han realizado experimentos de remocién de azufre en carbén como el caso de Pieter et
al., 1992) quienes sugieren que la biodesulfuracién del carbén es apropiada para casos en
los cuales los minerales de azufre no estén presentes como particulas gruesas, sino como
pequeifios cristales finamente distribuidos en la matriz del carbén. Ellos proponen que la
biodesulfuracion del carbén se aplique en las plantas de produccién de energia de pequetia
escala; y que se utilice la técnica de limpieza de gases de chimenea en las plantas de mayor
escala.

Asi mismo, Stoner et al.,, 1993, realizaron estudios de transformacién de compuestos
organosulfurados y material derivado de lignita soluble en agua por medio de
microorganismos anaerobios, entre ellos a Desulfovibrio africanus y un cultivo mixto (91-
3B). S6lo estos dos cultivos de bacterias sulfato-reductoras fueron capaces de modificar el
contenido de azufre del material derivado de lignita soluble en agua de entre nueve cultivos,
logrando una remocion del azufre organico de 12% en material de carbén tratado con D.
africanus y 6% con el cultivo 91-3B.
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Ohmura y Saiki, 1994, trataron un carbén azufrado con 13.2 % de azufre total, utilizando
Thiobacillus ferroxidans en columna de flotacién; logrando un nivel de 1.8 % de azufre.

Kilbane y Kathleen, 1992, comprobaron que la bacteria IGTS8 (Rhodococcus
rhodochrous), si se hace crecer previamente (de 3 a 6 semanas aproximadamente) puede
remover selectivamente azufre organico de material derivado del carbén soluble en agua en
un promedio de 41.8% de biodesulfuracién, comparado con un 29.1% para experimentos
con cultivos celulares que se hacian crecer en el mismo proceso de biodesulfuracién. La
tabla 2.19 muestra el porcentaje de biodesulfuracion logrado tanto en el proceso en el que
se hizo crecer previamente la bacteria (Biotratamiento 1), como en el que el material
derivado del carbén soluble en agua sirvié como la iinica fuente de azufre (Biotratamiento
2).

Tabla 2.19. Biodesulfuracién con Rhodococcus rhodochrous. Kilbane y Kathleen, 1992

Formas de azufre
Proceso Carbén | Azufre Sulfato | Azufre Azufre |Biodesul-
(%) (%) (%) piritico | organico | furacion
(%) (%) (%)
Origen 60.67 2.53 0.13 0.015 2.38
Biotratam. 1 59.90 1.34 0.13 0.01 1.21 40.13
(promedio)
Biotratam. 2 56.48 1.54 0.39 0.013 1.14 29.1
(promedio)

En la tabla 2.20 se muestra un resumen de algunos estudios de biodesulfuracion del
petrdleo, sus destilados y del carbon, que se han realizado, tanto en condiciones aerobias
como anaerobias y en condiciones de proceso diferentes a este trabajo de tesis.

De estos trabajos se concluye que la remocion de azufre por via bioldgica es factible en
condiciones de anaerobiosis, usando un fermentador para mantener una temperatura de
proceso entre 30 y 37 °C. Cabe mencionar que las condiciones de trabajo, ¢l tipo de cultivo,
el acceso a equipo de medicién especifico y otros factores, son diferentes a los nuestros, por
lo que se ha limitado el grado de experimentacién que se ha logrado por ellos.
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Tabla 2.20. Resumen de los estudios de biodesulfuracion de combustibles realizados
por otros investigadores

Referencia Sistema | Combustible Bacteria Azufre | Azufre | Remocion
Inicial | Final (%)
% peso | % peso
Tae sung | Anaerobio Crudo Desulfotomacu- 3.0 2.78 7.0
1990 lum nigrificans
Stoner ef al., | Anaerobio Carbdn Desulfovibrio - - 12.0
1993 africanus
Tae Sung, | Anaerobio Crudo Desulfovibrio 3.0 2.36 21.0
1990 desulfuricans
Steven, Aerobio Destilados Rhodococcus 0.75 0.50 330
1994 medios rhodochrous
Julia et al., |} Anaerobio DBT - - - 40.0
1993
Afferden, Aerobio PBT Brevibacterium 1.2 0.7 41.6
1993 sp
Kilbane y K, | Aerobio Carbon Rhodococcus - - 41.8
1992 rhodochrous
Monticello, Aerobio Destilados Rhodococcus 0.25 0.05 80.0
1993 medios rhodochrous
Ohmura y Aerobio Carbén Thiobacillus 132 1.8 6.0
Saiki, Jerroxidans
1994
Byung ef al., | Anaerobio DBT Desulfovibrio - - 96.0
1996 desulfuricans
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En este capitulo se describe el lugar donde se llevd a cabo la experimentacién, la cual se
realizé en dos partes. La primera fue una fase de preparacién de las cepas provenientes de
sedimentos marinos. La segunda corresponde al proceso de inoculacion de las cepas, la
seleccion de las que presentan mejores resultados, la determinacién de la condiciones de
operacion al proceso general de biodesulfuracidn del combustdleo y las pruebas realizadas con
el medio alternativo propuesto. Se citan también las técnicas analiticas empleadas en cada una
de las pruebas realizadas (descritas en el Apéndice B). En general, la metodologia que se ilevé
a cabo durante la fase de experimentacién se describe detalladamente.

3.1. UBICACION DEL SITIO

El lugar donde se llevé a cabo la etapa experimental fue en el Laboratorio de la Coordinacion de
Ambiental del Instituto de Ingenieria; cabe aclarar que se conté con el apoyo por parte del
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia para la primera parte que corresponde a la
inoculacién de las cepas promisorias.

3.2. METODOLOGIA
3.2.1. Inoculacion de los cultivos mixtos

El primer paso para el proceso de biodesulfuracién era obtener las bacterias que tuvieran la
capacidad de remocion de azufre en forma anaerobia; se conocia por antecedentes, que estas
son las bacterias sulfato-reductoras, pero no se sabia con certeza su lugar de procedencia, sir
embargo la poca literatura existente mencionaba que habian sido tomadas de sedimentos
marinos cercanos a pozos petroleros y de lagos pantanosos donde la presencia del oxigeno es
escasa o nula; por tal motivo, €l Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia selecciono dos
sitios de recoleccién que fueron sedimentos marinos de las zonas petroleras de Oaxaca y
Campeche y de un reactor anaerobio que trata aguas residuales de la ciudad de Toluca, Edo. de
Méx. Los muestreos los realizaron con el apoyo del transporte maritimo con que cuentan.

La primera parte del desarrollo experimental se llevé a cabo utilizando 24 cultivos mixtos
identificados como bacterias anaerobias, cedidos por el Laboratorio de Microbiologia del
Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia; de estos, 17 fueron de sedimentos marinos
mientras que los 7 restantes provienen del reactor anaerobio mencionado anteriormente, las
bacterias se aislaron primeramente en un medio de cultivo API (ver preparacion en Apéndice
B) estudiado previamente (Aragén ef al., 1996), y el cual contiene los nutrientes esenciales
para su metabolismo. La clave que se manejé para reconocer las cepas de acuerdo a su origen,
se muestra en la tabla 3.1.
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Tabla 3.1 Clave de cepas

No. Clave Origen No. Clave Origen
1 EPE1 Campeche 13 EPE2 Campeche
2 ON1 Qaxaca 14 EPE4 Campeche
3 ON4 QOaxaca 15 IBDIG Toluca
4 R'NT” Campeche 16 OGTDIG Toluca
5 ON2 Oaxaca 17 2ADIG Toluca
6 ON3 Qaxaca 18 SODIG Toluca
7 EPES5 Campeche 19 R'N2’ Campeche
8 EPE6 Campeche 20 2DIG Toluca
9 EPE3 Campeche 21 O'N4’ Qaxaca
10 SRIDIG Toluca 22 O'N3’ QOaxaca
11 DGT Toluca 23 O'N2’ Qaxaca
12 SRDGT Toluca 24 O’NI’ Oaxaca

Fuente: Aragon ef al., 1996,

Las cepas se hicieron crecer en viales de 150 mL, conteniendo cada uno 120 mL de medio de
cultivo ademas de 12 mL de indculo y dejando un espacio libre. El porcentaje de inoculacion
fue del 10% incubando a una temperatura de 35 °C en condiciones andxicas. Se inyect6
nitrégeno gaseoso a cada vial para desplazar el oxigeno libre en él. De acuerdo a
recomendaciones de Quintero, 1993, se realizé una resiembra de las 24 cepas cada 3 meses
con la finalidad de agregar nuevos nutrientes a las cepas para su crecimiento. Estos
crecimientos celulares (denominados “originales™) fueron la base de donde se tomaron los
inéculos necesarios para las experiencias realizadas.

3.2.2. Selecci6n de las cepas

Debido a la problemdtica de realizar un estudio con las 24 cepas, se decidid hacer una
seleccidn de 5 de ellas, toméandose como base el crecimiento de la biomasa; la capacidad de
retencion de sustrato tanto del medio de cultivo como del combustdleo, y las caracteristicas
que representaran una economia y facilidad de manejo, tales como el pH y temperatura.

3.2.2.1. Prucbas de crecimiento microbianoapH 7y S
El medio que se utilizé para las pruebas de crecimiento y actividad a diferentes valores de pH

fue el medio Postgate B (Apéndice B). Se debe adicionar una solucién reductora, la cual
contiene los siguientes reactivos:

Tioglicolato de sodio C,H,0,SNa 0.lg
Acido ascorbico CH;O, O1g
Agua destilada H,0 10 mL

Adicionalmente, se debe agregar una solucién de sulfato ferroso, que contiene 1o siguiente:
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Sulfato ferroso FeSo,.7 H,0 05g
Agua destilada H,0 10 mL

Estas 2 soluciones deben ser esterilizadas separadamente (bajo atmdsfera de nitrégeno) ya que
son un poco acidas y podrian cambiar el pH del medio al ser tratadas conjuntamente. Ademas,
deben ser preparadas al momento de usarse.

El medio de cultivo se vacid en los viales, se sellé con tapones de aluminio, se les inyectd
nitrégeno para desplazar el oxigeno y se esterilizaron en la autoclave (121 °C durante 15
minutos). Posteriormente, se les agregé la solucién reductora por medio de una jeringa, todo
esto en condiciones estériles.

El cambio de pH se realizd en cada una de las 24 cepas usando una solucién de 4cido
clorhidrico al 10%, disminuyendo el pH de 7 a 5.

La inoculacién de las 24 cepas para ésta prueba se llevo a cabo utilizando el 5% de cada una,
empleando para ello jeringas de 5 mL. Posteriormente, se guardaron en la incubadora (35 °C)
hasta completar el periodo de prueba (7 y 14 dias).

El crecimiento celular se midié como el incremento en la densidad éptica de las cepasapH Sy
7 durante 14 dias. La densidad dptica se midi6é a 610 nm utilizando una dilucién del 10% de la
muestra, para poder leerla en el espectrofotometro. Se eligi6 esta longitud de onda debido a un
ensayo que se realizé para detectar la absorbancia con las cepas de trabajo, esto con base en las
indicaciones de otros trabajos donde se manejaron longitudes de onda de 450 a 600 nm, como
el estudio realizade con cultivos mixtos por Kayser, 1993. La muestra (1 mL) se tomaba
diariamente para llevar un confrol de crecimiento en forma continua, para ello se usaban
jeringas estériles de 1 mL y diluyendo la muestra a 10 mL con agua destilada. Posteriormente,
se realizaba una agitacion con ayuda del Vortex y se lefa en el espectrofotémetro.

3.2.2.2. Pruebas de remociéon de sulfatos apH 7y S

El medio de cultivo Postgate B contiene entre sus nutrientes a los sulfatos, los cuales fueron
determinantes en las pruebas de remocién de azufre como sulfato realizada por las 24 cepas.

De los viales que se inocularon en las pruebas de crecimiento microbiano se tomaron muestras
diarias (20 mL) para realizar la medicién de sulfatos. La medicién de los sulfatos del medio, se

realizé por el método gravimétrico (APHA et al., 1995). Con estos resultados se calcula la
remocidn de sulfatos como sigue

" Ver Apéndice B
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SOZI/L ., - gSO2/L
Y%remocion = ° k-gf‘ﬁm"‘,'“a'._e; ~ 99 T fneles 400
gsod L iniciales

(3.1)
Con los resultados del crecimiento microbiano y de sulfatos, se calcula la actividad
volumétrica y la actividad especifica como sigue:

g SOEZ /L iniciales — QSO;Z ”- finales

Actividad volumétrica :
tiempo (h)

(3.2)

gSOf iniciales — gSO;Z finales
tiempo(h} x densidad optica

Actividad especifica = (3.3)

3.2.3. Pruebas con las cepas seleccionadas

3.2.3.1. Efecto de la concentracion de sulfatos

Otra de las pruebas que se realizaron a nivel de Vial fue la de observar qué efecto ejerce sobre
las bacterias sulfato-reductoras el aumento en la cantidad de sulfatos como sustrato del medio

de cultivo, los cuales se presentan en la tabla 3.2.

Tabla 3.2. Sulfatos del medio de cultive Postgate B

Sulfato del medio B Peso Molecular Peso requerido Sulfato como SO,
(g/mol) ® (g)

CaSO, 136.0 1.0 0.71
MgSQ,*7H,0 246.3 2.0 0.78
FeSQ,*7H,0 2779 0.5 0.17

TOTAL: 1.66

Las concentraciones de sulfatos agregadas al medio Postgate B con las que se trabajé en esta
prueba fueron de 4.52, 8.34 y 16.06 g/L. Para ello se emplearon las 5 cepas seleccionadas,
inoculando al 5% en cada vial. Los viales se guardaron en la incubadora a 35 °C y de aqui se
tomaba la muestra para realizar la medicion de los sulfatos durante un periodo de hasta 29
dias.

El crecimiento microbiano se realizé6 midiendo la densidad dptica de las 5 cepas seleccionadas

inoculadas en el medio Postgate B a pH de 7 a diferentes concentraciones. La densidad optica
se midié durante el tiempo de incubacion de hasta 21 dias, cada 24 horas.

38



Capitulo 3. Desarrollo experimental

3.2.3.2. Efecto del pH
recimi i ian

Se realizé una prueba de crecimiento bacteriano que comprende las 5 cepas seleccionadas. El
medio de cultivo Postgate B, se preparé con sulfatos y con la adicién de la solucién reductora,
a este medio se ajusto el pH a un valor de 8 con NaOH 0.1 M. Se llenaron los viales con 95
mL del medio en cada uno de los viales. Los viales se inocularon con 5% de in6culo y se
almacenaron en el cuarto caliente a 35 °C. Se realizé una determinacién inicial de densidad
éptica, asi como determinaciones continuas hasta por un periodo de 504 horas.

Pruebas de remocion de sulfatos

De la prueba de crecimiento bacteriano de las 5 cepas seleccionadas inoculadas en medio
Postgate B a pH 8, se tomaron muestras para la determinacién de sulfatos por medio de la
técnica gravimétrica. Inicialmente se toma una prueba en el momento de la inoculacién, la cual
seria la base de comparacidn para la determinacién de la remocién de sulfatos, Las muestras
fueron tomadas diariamente por un periodo hasta de 504 horas.

3.2.3.3. Efecto de la temperatura

. - .

ecimiento microbi

La temperatura juega un papel muy importante en el crecimiento de las bacterias, ya que
influye en el desarrollo y crecimiento de las mismas. Un buen crecimiento de las bacterias se
espera entre 30 y 37 °C, mientras que a temperaturas menores, el crecimiento ocurre muy
lentamente. Sin embargo no se tiene mucha informacién del efecto de una temperatura mayor
sobre el crecimiento de estas bacterias; de tal forma que se realizé una prueba inoculando las §
cepas seleccionadas (5%) en medio Postgate B a pH 7 en viales y llevando a cabo el proceso a
una temperatura de 45 °C. Para ello se adaptd un termostato que mantendria la temperatura
adecuada a lo largo de todo el proceso. Las muestras se tomaron durante un perodo de 504 h.
La medicién de crecimiento bacteriano se realizé a través de la densidad optica de las muestras
tomadas haciendo una dilucién previa en agua destilada 1:10.

dicion remocién

De la prueba de crecimiento bacteriano en medio Postgate B a pH 7 y una temperatura de 45
°C, se tomaron muestras (20 mL) para la determinacién de sulfatos realizada por la técnica
gravimétrica. Estas mediciones se hicieron durante un tiempo de proceso de hasta 504 horas.
Se realiz6 una medicién inicial que sirve de base para el calculo de la remocién de sulfatos con
respecto al tiempo de proceso.
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3.2.3.4. Adecunacién con medio de cultivo preparado con agua de mar

El medio Postgate B que ha sido utilizado en las pruebas de crecimiento de las cepas con
bacterias sulfato-reductoras, requiere una cierta cantidad de sales las cuales lo hacen costoso
(aproximadamente 0.81 USD/L, Juarez, 1997). De tal forma se propuso probar un medio mas
econdmico tomando como base la formulacién del medio Postgate B, en este caso la
alternativa que se propuso fue la utilizacion de agua de mar. Esta alternativa no solo ayudara a
disminuir el costo por reactivos, sino que ademis abarata el costo por consumo del agua
necesaria para la disolucién. El dinico nutriente que se necesitaria agregar es la fuente de
carbono, en este caso como lactato de sodio. El medio de cultivo Postgate B requiere para 1
litro de agua de los iones presentados en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Iones totales requeridos en la preparacién del medio Postgate B

I6n Peso requerido (g) Ién Peso requerido (g)
SO, 1.49 cr 15.7
Ca™ 0.29 NH, 0.34
Na* 10.0 PO,” 0.35
K’ 0.14 Mg* 0.20
Fe" 0.17

Una vez obtenida el agua de mar como medio de cultivo con los nutrientes necesarios, se
procedié con la prueba de crecimiento de las 5 cepas seleccionadas.

Se utilizaron 6 viales agregando en cada uno 57 mL del medio de agua de mar ya esténil e
inoculando las 5 cepas seleccionadas al 5%, es decir 3 mL de biomasa, dejando un vial como
testigo. Se tomé una muestra (6 mL) de cada vial para hacer la medicion de la densidad éptica
inicial tomada como base del crecimiento bacteriano. Los viales se llevaron a temperatura de
incubacion a 35 °C, permaneciendo ahi hasta que finaliz6 la prueba.

Ademas de estos viales, se prepararon otros dos para inocular en ellos 5% de una cepa testigo
y determinar la posible remocion de sulfatos en este tipo de medio. Los viales incluyendo al
tercer vial que corresponde al testigo también se llevaron a la incubadora. Se realizé una
medicién del contenido inicial de sulfatos tomando 20 ml. de muestra. La prueba de
crecimiento bacteriano y medicién de sulfatos del medio con agua de mar, se realizé hasta por
un tiempo de 13 dias.

3.2.4. Determinacion de Ias condiciones de proceso

3.2.4.1. Relacion entre los Sélidos Suspendidos Volatiles (SSV) y el crecimiento
microbiano

Debido a que los sélidos suspendidos volatiles son un indicativo de la cantidad de masa
organica presente en la solucién, se decidié relacionar los SSV con el crecimiento celular de
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las bacterias para encontrar la pendiente y con esta conocer el crecimiento bacteriano. Para ello
se realizd una curva de calibracién entre los SSV y el crecimiento microbiano medido como
densidad dptica con la cepa 22. Se utilizaron 7 viales de 150 mL, en cada uno de ellos se
adicioné 120 mL de medio Postgate B preparado con sulfatos y con solucidn reductora. La
inoculacién se hizo en 6 de los viales empleando el 5% (6 mL) de la cepa 22 proveniente de la
original (en medio API). El vial restante se uso como testigo.

El primer vial se utilizé para determinar los SSV y la densidad dptica. Los andlisis de los SSV
se realizaron apoyados en la técnica gravimétrica (APHA, 1995). La medicion de densidad
optica se hace tomando una muestra de 6 mL del vial correspondiente a cada dia y realizando
1a lectura en forma directa (sin diluirla) en el espectrofotometro a 610 nm.

Cada 24 horas se recuperd un vial tanto para la medicion de los sélidos como para la densidad
optica hasta completar las 6 muestras correspondientes para la realizacién de la curva de
calibracién.

3.2.4.2. Escalamiento del proceso a nivel matraz en presencia de combustéleo

Se realizdé una prueba de crecimiento microbiano para determinar el efecto que pudiera causar
sobre é! la presencia de combustoleo. Para ello se utilizé la cepa 22, seleccionada de acuerdo a
los mejores resultados de remocion de sulfatos que presenté en comparacion con los de las
otras 4 cepas (5, 7, 8 y 15), inoculandose al 5% en medio Postgate B. Se colocaron 47.5 mL de
medio preparado con sulfatos y con solucidn reductora en cada uno de los seis matraces de 250
mL, de los cuales 5 correspondian a las 5 cepas seleccionadas y el ultimo utilizado como
testigo. Se realizo la inoculacion de las 5 cepas al 5% (2.5 mL), posteriormente se inyecto
nitrégeno para desplazar el oxigeno presente en el espacio vacio del matraz, y finalmente se
sellaron para mantener condiciones de anaerobiosis. Los matraces se llevaron a una
temperatura de incubacidn de 35 °C ademés de colocarlos en agitacién a 150 rpm.

Se realizé una medicién inicial de densidad éptica tomando aproximadamente 3 mL de cada
muestra y filtrandola para retener el combustoleo y tomar finalmente 1 mi. para la dilucién
1:10 y leer en el espectrofotometro. De igual forma se realizd otra prueba con la diferencia de
que el medio utilizado fue el medio Postgate B sin la adicion de sulfatos como nutriente.

Cabe aclarar que para el testigo empleado se eligié la cepa 22 utilizando €l mismo medio
Postgate B y en ausencia de combustéleo. Las pruebas se Ilevaron a cabo en un tiempo de
hasta 192 horas.

3.2.4.3, Escalamiento del proceso al fermentador

De acuerdo a su disefio modular, el bioreactor es la herramienta ideal para las fermentaciones
de cultivos celulares cuando se reguiere una escala mayor. El fermentador o bioreactor (Figura

3.1), es de la marca Applikon, el cual tiene las siguientes especificaciones:

¢ Material: vidrio de borosilicato y acero inoxidable
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Agitador con motor de velocidad variable y propela tipo marino
Volumen maximo de trabajo: 4.81(H/D radio = 1.6)

Volumen minimo de trabajo:2 L.

Volumen de trabajo: 3.41 (H/D radio 1.1)

Enchaquetado (volumen: 2.01 L}

* ¢ ¢ o0

Toma de muestra —————— Inyeccidn de nitrégeno
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Figura 3.1. Fermentador o bioreactor

Prueba preliminar con la cepa §

Para inocular con la cepa 5 el fermentador primero se preparé esta cepa en medio Postgate B
sin sulfatos y sin solucién reductora, proveniente de las cepas originales crecidas en medio
AP Esta inoculacién se hizo al 10% utilizando 3 viales de 150 mL. La cepa se dejo crecer a
35 °C durante un tiempo de 4 dias.
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Se preparé el fermentador de 5 litros para llevar a cabo la inoculacién de la cepa §, el volumen
de trabajo fue de 3 litros. Se prepararon 2700 mL de medio Postgate B, se vaciaron al
fermentador v se esterilizd, quitando previamente el motor del fermentador (parta evitar
dafiarlo). Se sellaron los dispositivos de salida de aire. Después de esterilizado, se colocaron
pinzas a presioén para cerrar entradas o salidas de aire de las mangueras colocadas.

Las mediciones que se realizaron durante el tiempo de proceso, el cual fue de 5 dias, fueron de
densidad éptica, medida en el espectrofotometro; pH, medido con el electrodo acopiado al
fermentador; 4cido sulfhidrico generado, medido por el método iodométrico (Apéndice B) y
sulfatos, medidos por la técnica gravimétrica.

Pruebas de remocion de sulfatos con cepa 22
Pruebal

Se realizé una primera prueba de remocién de sulfatos a nivel fermentador utilizando la cepa
22, que como se menciond anteriormente, fue la cepa que mejores resultados present6 de su
actividad sulfato-reductora después de la cepa 5. Al igual que la prueba realizada con la cepa
5, la inoculacién de esta cepa fue al 10% utilizando un volumen total de 3 litros (2.7 L de
medio y 0.3 L de biomasa). La cepa se hizo crecer previamente en 3 viales de 150 mL durante
10 dias. Las mediciones realizadas fueron de pH, densidad 6ptica, de acido sulfhidrico (H,S) y
de suifatos. El tiempo limite de proceso fue de 8 dias.

Prueba 2

Una segunda prueba con la cepa 22 a nivel fermentador fue realizada, utilizando para ello los
microorganismos gue se hicieron crecer previamente en matraces de 250 mL, con la finalidad
de observar si el crecimiento celular para inoculacién al fermentador podria ser en menor
tiempo que la que se hacia crecer en viales. La cepa se inocul6 al 5% (2.5 mL) en un volumen
de 47.5 mL de medio Postgate B preparado con sulfatos y sin solucion reductora en 4 matraces
{(uno de ellos empleado para medir continuamente el crecimiento bacteriano). A estos matraces
se les inyectd nitrégeno para desplazar el oxigeno y se sellaron, llevandose a temperatura de
incubacion de 35 °C en el cuarto caliente y colocandolos en agitacidon a 170 rpm,

Cuando se tuvo la biomasa requerida después de 19 dias, se inoculd en el fermentador al 5%.
El medio de cultivo empleado fue el Postgate B preparado con sulfatos y con solucién
reductora, usando 2850 mL de medio y 150 mL de inéculo. Con el fin de cubrir la region
mesofila y proponer una expectativa de ahorro de energfa, se trabajé a una temperatura de
proceso de 28 °C.

Se midié el pH de la mezcla (medio + indculo) y se ajusté a pH 7 utilizando NaOH 1 M con
ayuda del controlador de pH del fermentador. La agitacién se ajusté a 700 rpm.
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Prueba 3

Se realizé una tercera prueba de remocién de sulfatos utilizando la cepa 22 a nivel
fermentador. La cepa se hizo crecer previamente en matraces de 250 mL en medio Postgate B
preparado con sulfatos y sin solucién reductora ni FeSO, a 35 °C sin agitacién y durante un
tiempo de 16 dias.

Esta cepa (150 mL} se inoculé en el fermentador conteniendo 2850 mL de medio B con
sulfatos y con solucion reductora. El pH se ajusté a 7 con NaOH 1 M. Las mediciones que se
Hevaron a cabo fueron de densidad dptica, tanto a la cepa antes de inocularla al fermentador
como a la biomasa formada durante el proceso; &cido sulfhidrico, medido con el electrodo de
sulfuro, andlisis de sulfatos, y pH del proceso. El tiempo que permanecio esta cepa en proceso
fue hasta de 338 horas.

3.2.5. Biodesulfuracién de combustdleo
3.2.5.1. Pruebas con medio Postgate B

Para llevar a cabo la inoculacion de la cepa 22 al fermentador en la prueba de remocién del
azufre en combustéleo, se prepard previamente el crecimiento bacteriano inoculindose esta
cepa en viales con medio Postgate B preparado con sulfatos sin solucién reductora y sin
FeS0,. La inoculacién se realizo al 5% de la cepa 22 de la muestra original (en medio API). Se
colocaron 114 mL de medio Postgate B y 6 mL de biomasa en cada uno de los 4 viales,
llegando a un volumen total de 120 mL. Se llevaron a 35 °C hasta alcanzar la densidad éptica
requerida para inocular el fermentador en la prueba con combustdleo.

En la tabla 3.4, se presentan las caracteristicas del combustéleo proveniente de la refineria de
Tula, Hgo. utilizado en las pruebas de biodesulfuracion, en la cual se observa principalmente
el alto contenido de azufre 4.3% que es el reto a vencer, sin embargo, el contenido de azufre se
analiz6 en cada una de las pruebas de biodesulfuracion realizadas debido a la transformacién
que sufre con respecto al tiempo (Klaus ez al., 1994), de igual manera se puede observar que
tiene una alta concentracion de metales (vanadio y niquel) que llegan a ser un obstaculo en el
desarrollo celular de las bacterias sulfato-reductoras.
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Tabla 3.4. Anilisis del combustéleo proveniente de la refineria de Tula, Hgo.

Determinacitn Resultado Norma usada
Azufre (% en peso) 433 ASTM D 1552-90
Cenizas (% en peso) 0.274 ASTM D 482-91
Visc. s.5.f. a 37.8°C 2110 ASTM D 87-88
Visc. s.5.f. a 50°C 700.4 ASTM D 87-88
Visc. s.s.f. a 60°C 306.1 ASTM D 87-88
Visc. s.s.f. a 82.2°C 78.36 ASTM D 87-88
Visc. s.s.f. a 98.9°C 40.59 ASTM D 87-88
V. calorifico (Kcal/g) 10.151 ASTM D 3286-91a
V. calorifico aeto (Kcal/g) 9.632 ASTM D 3286-91a
P. especifico a 20/4 °C 0.999 ASTM D 70-86
Temp. de ignicién (°C) 197 ASTM D 92-85
Carbono (% en peso) 84.91 ASTM D 5373-93
Hidrégeno (% en peso) 10.25 ASTM D 5373-93
Nitrégeno (% en peso) 0.37 ASTM D 5373-93
Oxigeno (% en peso) 0.14 ASTM D 5373-93
Niquel {ppm) 5.54 -
Potasio (ppm) 4.17 -
Sodio (ppm) 15.45 -
Vanadio (ppm) 311 -
Fierro {ppm) 4.99 -
Cobre {ppm)} <1.0 -
Calcio {(ppm) 6.82 -
Magnesio (ppm) 0.55 -
Cloruros (_Epm) 0.12 -

Realizado en €] Laboratorio Quimico del Instituto de Investigaciones Eléctricas

Se llevaron a cabo tres pruebas de biodesulfuracién de combustéleo tomando en cuenta las
mismas condiciones de preparacion, asi como de medicién de parametros.

El procedimiento llevado a cabo para el proceso de biodesulfuracién de combustéleo fue el
siguiente: en primer lugar se preparé una emulsién de combustéleo-agua 1:10 Ia cual contenfa
890 mL de medio Postgate B (preparado con el ién cloruro en lugar del idn sulfato, ademés de
solucion reductora y sin FeSO,), 10 mL de agente emulsificante tween 20 (Zamora, 1997) y
100 mL de combustdleo calentado este previamente para su mejor manejo y pesado antes de
adicionarlo con el fin de relacionar el peso/volumen (su densidad a temperatura de 70 °C es de
0.99).

La emulsién se prepar6é con agitacién usando la propela marina durante 5 minutos, de los
cuales en minuto y medio se agregaba el combustéleo de forma continua, Se prepararon cuatro
litros de emulsidn, realizandola por separado (litro a litro) en una vaso de precipitado, después
se vaciaba a un vaso de precipitado de 4 litros en agitacién. Una vez preparada la emulsién, se
pesaron 3150 g, se vaciaron en el fermentador estéril, se sello, y con un embudo se agregaron
los 350 mL del inéculo preparado previamente (10%). Después de esto, comenzé el proceso de
biodesulfuracion de combustéleo, inyectandose nitrégeno para desplazar el oxigeno presente.
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De la emulsion restante (850 mL aproximadamente), se tomaron 300 mL distribuidos en 3
matraces de 250 ml.; para observar el efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la
emulsion. El primer matraz se llevé a una temperatura de (4 °C), el segundo matraz se colocd
en la incubadora a 35 °C, mientras que el ultimo matraz se mantuvo a temperatura ambiente
(20 °C aproximadamente).

En un matraz se colocaron 250 mL de emulsion sobrante y se llevo a esterilizacion con la
finalidad de romper la emulsién. Una vez esterilizada la emulsion, se separ6 la fase acuosa
(parte inferior) en frascos de plastico para anélisis de Demanda Quimica de Oxigeno (DQQ),
sulfatos, conductividad, pH, grasas y aceites y metales pesados (vanadio y niquel). Mientras
tanto el combustoleo separado se guardd en un frasco de plastico para analizar azufre total,
capacidad calorifica, humedad, vanadio y niquel.

Ademas, se tomé una muestra del combustdleo original utilizado para formar la emulsién con
la finalidad de determinar el azufre total, la capacidad calorifica, humedad, vanadio y niquel y
relacionar estos resultados con los obtenidos en el combustéleo de la separacion después de un
tiempo de proceso determinado.

Al iniciar el proceso se midié el acido sulthidrico generado, inyectando nitrégeno para
desplazarlo durante aproximadamente 3 minutos y absorbiéndolo en la solucién antioxidante.
Este gas se midié cada 24 horas por el método del electrodo de sulfuro.

3.2.5.2. Prueba en medio preparado con agua de mar

Una cuarta prueba fue realizada utilizando la cepa 22. La modificacion de esta prueba fue el
utilizar agua de mar como medio de cultivo. La cepa se hizo crecer previamente también en
medio preparado con agua de mar. La inoculacién fue del 5% proveniente de las cepas
originales mantenidas en medio API. Se llevaron a temperatura de incubacién en agitacion a
150 rpm hasta su crecimiento 6ptimo logrado en 11 dias.

La preparacion de las emulsiones se realizé también con medio preparado con agua de mar,
siguiendo los mismos pasos que la preparacion de las tres pruebas mencionadas anteriormente,
con menos emulsificante, debido a que este medio preparado contiene mayor salinidad que el
medio Postgate B.

Se hizo medicién del crecimiento de la cepa 22 antes de inocularlo al proceso de
biodesulfuracion de combustoleo, asi como el andlisis del contenido de sulfatos. La
inoculacién al fermentador fue del 10%. Las condiciones para la operacién de esta prueba
fueron como las de las tres pruebas anteriores. Asimismo se tomaron las muestras
correspondientes para las determinaciones de azufre total del combustdleo recuperado y las
determinaciones fisico-quimicas del agua residual obtenida.
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4. RESULTADOS

4.1. Seleccion de las cepas
4.1.1 Crecimiento microbiano y remocién de sulfatos apH Sy 7

Las primeras pruebas realizadas con las 24 cepas fueron las de crecimiento bacteriano,
determinando el efecto del pH sobre el mismo. La biomasa celular present6 originalmente un
valor de pH de 7, por lo cual y debido a recomendaciones de otros autores se realizaron
prucbas a este pH, sin embargo se quiso experimentar con un pH modificado para comprobar
ambos resultados.

En las pruebas de crecimiento microbiano y remocién de sulfatos provenientes del medio de
cultivo, se pudo observar que al variar el pH del medio se obtuvieron cambios significativos
que demuestran cudl es el pH més conveniente tanto para la reproduccion de las bacterias,
como para la remocion de los sulfatos.

El crecimiento microbiano a pH 5 del medio de cultivo se observa con variacién en el punto de
crecimiento maximo (tabla 4.1 y figura 4.1), ya que el 21% de las cepas necesita dos semanas
para alcanzar su punto maximo, mientras que solo el 8% necesita una semana, el mayor
porcentaje de las cepas (46%) necesita 5 dias, mientras que 6 de las cepas (1, 5, 8, 18, 19 y 23)
alcanzan su punto de crecimiento maximo después de las dos semanas, o bien no se
reproducen en estas condiciones.
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7 5 dias gg7dias g 14 dias

Figura 4.1. Crecimiento micrebiano de las 24 cepas a pH 5
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Tabla 4.1. Crecimiento microbiano de las 24 cepas apH §

Cepas Tiempo (dias)

0 5 7 14
1 0.23 0.12 0.01 0.12
2 0 0.17 0.02 6.02
3 0.03 0.14 0.01 0.05
4 0.13 0.05 0.004 0.22

5 0.18 0.07 0.01 0.1
6 0.29 0.07 0.32 0.07
7 0.03 0.18 0.004 0.13
8 0.26 0.18 0.02 0.12
9 0.12 0.15 0.04 0.13
10 0.04 0.18 0.02 0.13
11 0.05 0.18 0.01 0.11
12 0.06 0.21 0.01 0.12
13 0.06 0.12 0.03 0.08
14 0.02 0.07 0.08 0.12
15 0.1 0.11 0.03 0.12
16 0.02 0.07 0.03 0.11
17 0.06 0.19 0.01 0.15
18 0.1 0.06 0.003 0.08
19 0.14 0.12 0.01 0.13
20 0.07 0.14 0.04 0.11
21 0.01 0.09 0.12 0.08
22 0.09 0.24 0.07 0.17

23 0.13 0.09 0.07 0.
24 0.06 0.1 0.1 0.12

En cuanto a la remocion de sulfatos a pH 5, todas las cepas (excepto la cepa 1 y 3) obtuvieron
la remocién mas alta a la segunda semana de inoculacién. Las remociones mas relevantes
segin la tabla 4.2 y figura 4.2, son para las cepas 9 y 6, cuyos valores son del 54.4% y 60.3%
respectivamente. Las cepas restantes presentan un rango de remocion de 9 a 23%. El maximo
de remocion que se Jogra en una semana de incubacion es del 12.7% para la cepa 21. Estos
resultados nos indican que el proceso de remocién de sulfatos es mas conveniente en un

tiempo de 336 horas.
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Tabla 4.2. Remocion de sulfatos de las 24 cepasa pH §

Cepas Remocién de sulfatos (%)
dia § dia 14
i 9.49 5.51
2 8.45 10.72
3 6.93 5.98
4 8.63 11.76
5 8.63 9.58
6 8.83 54.41
7 10.91 14.23
8 11.66 12.52
9 9.01 60.38
10 5.51 13.85
It 9.11 16.41
12 10.44 23.23
13 2.68 15.46
14 12.62 15.51
15 10.91 21.43
16 10.53 12.42
17 8.16 21.15
i8 8.64 16.98
19 4.65 20.19
20 10.15 19.82
21 12.71 18.21
22 6.36 13.56
23 5.03 20.01
24 11.95 15.55

Remocién de sulfatos (%)

100

80

60

490

20

(=]

Cepas

iggdia 5 pgdia 14 ;

Figura 4.2, Remocién de sulfatos de las 24 cepas a pH §
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El crecimiento de las 24 cepas a pH 7, es muy variado, ya que ¢l punto de crecimiento maximo
lo presentan ¢n diferentes tiempos de incubacion (tabla 4.3 y figura 4.3). El 50% de ellas tiene
su maximo crecimiento hasta las dos semanas de incubacién, el 12.5% lo tiene a la primer
semana y el 16.7% a los tres dias. También hubo 5 cepas que no presentaron crecimiento por
lo menos hasta las dos semanas en que finaliz6 la prueba (cepa 2, 16, 17, 18 y 24).

Tabla 4.3. Crecimiento microbiano de las 24 cepas a pH 7

Cepas Densidad Optica (nm)
0 dias 3 dias 7 dias 14 dias

1 0.23 0.15 0.66 0.14
2 0.37 0.16 0.24 0.27
3 0.24 0.18 0.39 0.87
4 0.15 0.15 0.51 0.63
5 0.21 0.39 0.31 0.3
6 0.22 0.38 0.36 0.37
7 0.19 0.1 03 0.28
g 0.12 0.17 0.25 0.25
9 0.14 0.22 0.21 0.26
10 0.15 0.13 0.12 0.21
1 0.12 0.13 0.17 0.21
12 0.1 0.14 0.12 0.19
13 0.22 0.13 0.19 0.3
14 0.18 0.08 0.21 0.38
15 0.13 0.07 0.28 0.29
16 0.1 0.97 0.07 0.1
17 0.11 0.06 0.06 0.04
18 0.11 0.09 0.09 0.04
19 0.12 0.08 0.18 0.12
20 0.11 0.15 0.13 (.1
21 0.12 0.31 0.23 0.3
22 0.12 0.31 0.37 0.47
23 0.12 0.09 0.31 0.35
24 0.14 0.09 0.08 0.09
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Tabla 4.4. Remocién de sulfatos de las 24 cepas a pH 7

Cepas Remaocion de sulfatos (%)
dia 7 dia 14
1 22.66 10.91
2 36.59 346
3 24 .46 22.57
4 30.62 16.03
5 92.32 80.38
6 39.63 26.83
7 61.05 47.97
38 65.03 58.68
9 59.15 46.45
10 26.55 19.44
11 22.19 20.39
12 22.38 18.78
13 26.17 26.36
14 27.78 25.6
15 57.44 58.01
i6 219 19.82
17 11.38 13.94
18 32.04 16.31
19 33.18 24.08
20 20.67 14.42
21 26.83 29.49
22 79.62 73.84
23 87.3 82.84
24 24.84 16.03

En cuanto a las actividades especificas, las cuales indican los miligramos de sulfato removido
con respecto al crecimiento bacteriano en un periodo de tiempo, se observa que son mas altos
los valores cuando se trabaja a pH 5 que a pH 7, con una diferencia de un orden de magnitud
(figuras 4.5 y 4.6).
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Capitulo 4. Resultados

4.2. Cepas seleccionadas
4.2.1. Pruebas a pH 8

Aun cuando se comprobd que es mejor trabajar a un pH de 7 que a un pH de 5, se decidié
realizar unas pruebas modificando a un valor de pH de 8.

De 1a prueba realizada con las cinco cepas seleccionadas a pH 8 (Figura 4.7), se pudo observar
lo siguiente: para la mayoria de las cepas el crecimiento celular fue en aumento en relacién con
el tiempo de incubacién, llegando a su punto maximo a las 336 horas, después del cual
comenzé a disminuir, el mejor crecimiento celular lo presenté la cepa 22. Este
comportamiento no ocurrié para la cepa 8, la cual aumentd su biomasa a las 168 horas,
después disminuyd y volvié a aumentar hasta su punto maximo a las 504 horas.

0.12
'g " *— — R :
B 008 5
l % 006 —P\_/_/'—\‘?.
i E oo .- - —
X !
; 0
168 336 504 |
' Tiempo (h) |

3 ' —o—Cepa5 .g-Cepa7 —4—Cepa8 —m—Cepals —x— Cepa 22,

Figura 4.7. Crecimiento microbiano de las cepas seleccionadas a pH 8

De los resultados de remocién de sulfatos se observa que en general fueron satisfactorios para
la mayoria de las cepas excepto para la cepa 15, la cual tuvo una remocién maxima de 11.8%
en un tiempo de 336 horas. Los resultados oscilaron de 5.3 a 63.7% para las cepas 15 y 22
respectivamente durante un tiempo de 168 horas, mientras que a las 336 horas el rango fue de
11.8 a 87.6%, siendo estos minimo y méximo para las cepas 15 y S respectivamente.

Comparando los resultados de remocién de sulfatos para las cinco pruebas seleccionadas a pH
7y 8 (figura 4.8), se pudo observar que las remociones mas altas en el menor tiempo de
proceso fueron para las pruebas a pH 7 con una remocién promedio de 71.2% a 168 horas,
contra un 28.4% obtenido en la prueba de las cepas a pH 8. Cabe destacar que la cepa que tuvo
la mejor remocién fue la cepa 5, logrando hasta 92.8% a un pH de 7 y en un tiempo de 168
horas, seguida de la cepa 22 con una remocién de 79.6% al mismo pH y tiempo de proceso.
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Figura 4.8. Remocién de sulfatos a pH 7 y 8 con las cepas seleccionadas

4.2.2, Efecto de 1a concentraciéon de sulfatos

El crecimiento observado para las cinco cepas secleccionadas sometidas a diferente
concentracion de sustrato (4.52, 8.34 y 16.06 g SO,/L) fue muy variado, debido a que el
crecimiento maximo alcanzado se presentd en distintos tiempos de proceso de cada una de las
concentraciones realizadas. El tiempo limite de proceso fue de 21 dias y en algunas de ellas no
se encontrd un crecimiento de biomasa remarcado ain en este tiempo, como es el caso de la
cepa 7 para las tres concentraciones probadas y para la cepa 15 en sus dos mayores
concentraciones de sulfatos segiin como lo muestra la figura 4.9.
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Figura 4.9. Crecimiento microbiano de las cepas seleccionadas en diferente
concentracion de sustrato
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La remocion del azufre en estas pruebas se calculé como el contenido de este azufre contenido
en sulfatos, sin embargo la remocién en las pruebas con el combustéleo fueron del azufre
como porciento en peso. Para relacionar el azufre como porciento en peso contenido en los
sulfatos manejando cuatro diferentes concentraciones (2.17, 4.52, 8.34 y 16.06 g SO,/L), se
hacen los siguientes calculos:

Peso Molecular SO,2 — 98 g/mol
Peso atémicodel S > 32 g

100%
2 = . )
3 g( 989) 32.6%S

( 32.6%S

217 gSO2IL| — 2%
* | 98gs0;?

J =0.72%enpesoS

(32.6%S

452 gSO2/L| — =
¢ 7| e8gs0;?

J =1.50%enpesc S

32.6%S

8.34 gSO2/L
9% (98980;2

J =2.77%enpeso S

32.6%S

16.06 gSOZ2/L =5.34%enpeso S
95C% (gsgsofJ oenp

Estos calculos nos permiten comprobar cuando un combustible con menor contenido de azufre
(como los destilados medios) puede ser mas ficilmente desulfurado de acuerdo a estudios
realizados por ofros investigadores.

En cuanto a la disminucién de sulfatos para cada una de las cinco cepas seleccionadas (figura
4.10), se tiene que con la cepa 5, en las tres concentraciones empleadas, disminuyeron con el
tiempo, siendo mas alta la remocion con la prueba de la concentracién mayor (16.06 g SO,/L),
alcanzando un porcentaje de 52.6% de remocion de sulfatos.

Con la cepa 7, resultd lo mismo que con la cepa 5, ya que la remocién de sulfatos aument6 con
respecto al tiempo para cada una de las tres concentraciones de sustrato, logrando reducir los
sulfatos hasta en un 44.6% para la prueba con mayor contenido de sustrato.

La cepa 8 fue la que menor remocién de sulfatos present6 ya que la maxima fue del 28.3% a la

segunda semana de incubacion, permaneciendo casi la misma concentracion después de otra
semana de proceso.
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Para la cepa 15, 1a remocion de los sulfatos resulté adecuada, debido a que hubo una remocidon
maxima de 45.1% después de tres semanas de incubacion.

En la cepa 22, se observé que la maxima disminucién de sulfatos ocurrié en un menor tiempo
comparado con ¢l tiempo empleado por las otras cepas; se tuvo una remocion de hasta 31.0%
en la segunda semana de incubacién para la prueba con la menor concentracién de sustrato.

En estos resultados se observa que las mejores remociones de sulfatos se presentaron en las
pruebas con mayores concentraciones de sustrato iniciales, lo que nos indica que puede ser
removido azufre en altas concentraciones, como es el caso del combustoleo (3.9% en peso de
azufre). Sin embargo, estos resultados no son mejores que los obtenidos en las pruebas (con
las 24 cepas) con concentracién de sustrato de 2.17 gSO, /L donde se tuvieron remociones
mas altas entre 48 y 92%.
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Figura 4.10. Remocion de sulfatos de las cinco cepas seleccionadas con diferente
concentracion de sustrato

4.2.3. Efecto de la variacién de temperatura
Al realizar las pruebas de crecimiento bacteriano con las cinco cepas a 45 °C, se observé que si
se presentd un crecimiento en todas las cepas a esta temperatura, sin embargo el crecimiento

no fue tan marcado como con las pruebas a 35 °C (figura 4.11), ademés de que el tiempo de
crecimiento fue menor para las pruebas a esta 1iltima temperatura.
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Figura 4.11. Crecimiento microbiano de las cepas seleccionadas a 35y 45 °C

En cuanto a la remocidn de sulfatos para la prueba a 45 °C de temperatura (figura 4.12) y
haciendo una comparacién con las pruebas realizadas a 35 °C (Figura 4.13), se puede observar
que la remocién de sulfatos fue mayor cuando se trabajé a 35 °C, logrando remociones hasta
de 92.8% para la cepa 5, seguida de la cepa 22 con 79.6%, en una semana de incubacidn;
mientras que en las pruebas a 45 °C se pudo lograr una remocién del 91.7% y 88.9% para las
cepas 8 y 7 respectivamente después de dos semanas de proceso. Esto nos indica que es mejor
trabajar a la temperatura de 35 °C, ya que se reducirian los tiempos de operacion, por lo que se
propone operar a esta temperatura.
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Figura 4.12. Remocion de sulfatos con las cepas seleccionadas a 45 °C
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Figura 4.13. Efecto de la temperatura sobre la remoci6én de sulfatos con cepas
seleccionadas

4.2.4. Crecimiento microbiano y remocion de sulfatos en medio preparado con agua de
Debido a que ¢l agua de mar es rica en sales, se pens6 que seria un buen medio de cultivo para
el crecimiento de los indculos y para llevar a cabo la sulfato-reduccién, por tal motivo se
hicieron estas pruebas con agua de mar. Para ello se realizé un analisis del agua de mar

proveniente de Pochutla, Oaxaca, el cual se presenta en la tabla 4.5.

Tabla 4.5. Resultados del anilisis del agua de mar proveniente de Pochutla, Oax.

Parimetros Resultados (mg/L)

SO,* 2,000

Fosfatos totales (PO,) 0.10

Nitrogeno amoniacal (NH,) 0.28
Cr 18,066

Na 4,851

K 375

Ca 364

Mg 422

Fe 0.21

Conductividad 68.9 mMhos/cm

Realizado por: Laboratorio Quimico, Universidad de Morelos.

La prueba de crecimiento celular de las cinco cepas seleccionadas (figura 4.14) fue buena
debido a que la mayoria presentd un crecimiento importante, a excepcion de la cepa 15, ya que
esta proviene de un digestor anaerobio y las condiciones son diferentes de las demais cepas que
provienen precisamente de sedimentos marinos. Las cuatro cepas que tuvieron crecimiento
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fueron la S, 7, 8 y 22. La cepa 22 que fue la que tuvo mejor crecimiento (0.69) en un menor
tiempo, alcanzé la fase estacionaria después de 192 horas de incubacion, mientras que las otras
tres cepas lo hicieron después de 264 horas aproximadamente.
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Figura 4.14. Crecimiento bacteriano de las cepas seleccionadas en medio de cultivo con
agua de mar

Comparando estos resultados de crecimiento de las cinco cepas en este medio, con los
resultados obtenidos con medio Postgate B, se observa que existe mejor crecimiento de las
cepas 5, 7, 8 y 22 en medio preparado con agua de mar, mientras que para la cepa 15 el
crecimiento celular es bajo en ambos medios. De esta prueba se seleccioné la cepa 22, por ser
la que mejor crecimiento microbiano presento, para la prueba de remocién de sulfatos.

En la prueba de remocién de sulfatos provenientes del medio con agua de mar con la cepa 22,
los resultados indican una disminucion de hasta el 50% en 11 dias de proceso. Esta
disminucion de sulfatos coincide con el crecimiento microbiano de esta cepa, tal y como se
muestra en la tabla 4.6 y figura 4.15. Sin embargo, comparando estos resultados de remocién
con los obtenidos para esta misma cepa en la remocidn de sulfatos del medio Postgate B, se
observa que la remocién es mayor (79.6% en 7 dias) al emplear este medio para un menor
tiempo de proceso, surgiendo la inquietud de realizar esta prueba a nivel fermentador.

Tabla 4.6. Crecimiento celular de la cepa 22 y remocién de sulfatos en medio de cultivo
con agua de mar

Tiempo Densidad Remoci6én de sulfatos
(h) Optica (nm) (%)
0 (0.298 0
120 0.24 2.13
144 0.68 46.39
192 0.69 47.29
264 0.672 50.92
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Figura 4.15. Crecimiento celular de la cepa 22 y remoci6n de sulfatos en medio de cultivo
con agua de mar

4.3 Escalamiento a nivel matraz
4.3.1. Relacién entre los Solidos Suspendidos Volatiles y el crecimiento microbiano
De los resultados obtenidos de los analisis de SSV y crecimiento microbiano como densidad

ptica, se realizé una curva de calibracién (figura 4.16), la cual presenta una regresion lineal
del 80%, lo cual no es un resultado aceptable para relacionar los valores de SSV y la DO.

140
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100 |
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60 | *
M y = 342.5x + 58.838
R=0.802
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Figura 4.16. Relacién entre los SSV y el crecimiento microbiano

61



Capitulo 4. Resultados

4.3.2. Efecto del crecimiento microbiano en presencia de combustéleo

Los resultados de la medicién de densidad oOptica a las cinco cepas en presencia de
combustdleo (figura 4.17), indican que las cepas 5, 7 y 22, alcanzan su maximo crecimiento en
un tiempo de 192 horas en medio de cultivo ya sea con o sin sulfatos como aceptor de
electrones y en presencia del combustéleo. Mientras, las cepas 8 y 15 no presentaron un
marcado crecimiento. A partir de esta experiencia se pudo seleccionar las cepas con los
resultados mas importantes, de aqui que se opt6 por las cepas 5, 7 y 22, sin embargo la que
mejores resultados habia presentado fue la cepa 5 seguida de 1a 22 y la cepa 7; de esta forma se
decidio primero probar con la cepa 5 a nivel fermentador.
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Figura 4.17. Efecto del combustéleo sobre el crecimiento bacteriano con las cepas
seleccionadas en presencia o ausencia de sulfatos

4.4. Escalamiento al fermentador
4.4.1. Prueba preliminar con la cepa 5

De acuerdo a los datos obtenidos en la prueba de remocién de sulfatos provenientes del medio
de cultivo utilizando la cepa 5, se puede observar que hay una gran variacién en el crecimiento
microbiano debido a que éste aumenté a su punto maximo a las primeras 19 horas de
incubacién, disminuyendo posteriormente, sin embargo este aumento del crecimiento
bacteriano no corresponde a la menor concentracién de sulfatos obtenida, ya que esta se logro
hasta las 91 horas, logrando asi una remocion menor a 2%.

Los resultados obtenidos indican que la cepa 5 no es idénea para el escalamiento del proceso a
nivel fermentador. Por tal motivo se selecciond la cepa 22 para realizar estas pruebas de
escalamiento, ya que fue la segunda mejor cepa, de acuerdo a resultados de remocién de
sulfatos en las pruebas anteriores.
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4.4.2. Pruebas de crecimiento microbiano y remocion de sulfatos con la cepa 22

4.4.2.1. Prueba 1

El crecimiento bacteriano (figura 4.18) se presenté con una buena concentracion de biomasa
desde el quinto dia, y continuando su crecimiento atn después de los siete dias de proceso.
Debido a estos resultados, los ensayos posteriores se realizaron a un tiempo de trabajo minimo
de siete dias. Esta primera prueba se dejo6 trabajando hasta 192 horas, tiempo tomado con base
en la percepcion del gas sulthidrico y tomando en cuenta el aumento en la concentracién de
sulfatos después de las 150 horas de proceso. El pH del proceso varié entre 6 y 8.

En la primera prueba de remoci6n de sulfatos provenientes del medio de cultivo Postigate B
utilizando la cepa 22, se obtuvieron mejores resultados de disminucién de sulfatos que en la
prucba similar con la cepa 5, ya que antes de la primera semana de proceso ya se habia
alcanzado la maxima remocién (60.2 %). Desde el quinto y hasta el octavo dia, los resultados
de remocién de sulfatos oscilaron alrededor de una media del 55%, tal y como lo muestra la
figura 4.18.
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Figura 4.18. Remocién de sulfatos y crecimiento microbiano de la Prueba 1 con la cepa
22

4.4,2.2. Prueba 2

En la segunda prueba de remocién de sulfatos con la cepa 22, el pH del proceso se ajusté a 7
controlandolo durante el tiempo que tardo el mismo, adicionando NaOH 0.1 M en forma
automatica con la ayuda del controlador acoplado al fermentador. El indculo se prepard en
matraces con agitacién durante 19 dias. Este procedimiento de crecimiento microbiano en
matraces requiere de mayor tiempo que el realizado en viales, por lo cual se adopt6 el segundo
para las pruebas posteriores. En la tabla 4.7 y figura 4.19 se muestra el desarrollo de los
microorganismos de esta segunda prueba.
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Tabla 4.7. Crecimiento bacteriano de la prueba 2 con Ia cepa 22

Tiempo Densidad

(h) Optica (nm)
0 0.010

24 0.007

34 0.002

48 0.019

72 0.021

97 0.016

121 0.026

144 0.030

oty

Densidad Optic

0 24 34

48 72
tiempo (h)

i44

Figura 4.19. Crecimiento microbiano de la cepa 22 en la Prueba 2 de remocién de

sulfatos a nivel fermentador

La cepa se inoculd al fermentador con una densidad optica de 0.92. Al segundo dia de
operacion, tal y como se observa en la figura 4.20, se llegd a la remocion de sulfatos maxima,
al igual que la concentracidn de sulthidrico, sin embargo se dejé operando el proceso por mas
tiempo (6 dias), comprobando la disminucion de la actividad sulfato-reductora.

La mayor remocién de sulfatos que se pudo lograr con esta prueba fue apenas del 10.0%. El
crecimiento de la biomasa fue aproximadamente 3 veces menor que el crecimiento logrado con
la cepa de la primera prueba en el mismo tiempo. Por lo anterior se puede decir que esta

prueba resulto fallida, por lo que se opt6 por repetir la experiencia.
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Figura 4.20. Remocién de sulfatos y produccién de sulfhidrico de 1a Prueba 2 con 1a cepa
22

4.4.2.3. Prueba 3

La diferencia entre la prueba 3 y las pruebas 1 y 2, fue que el indculo se hizo crecer en
matraces sin agitacién durante 16 dias, tiempo suficiente para alcanzar una densidad optica de
1.01. El pH del proceso se control6 en un valor de 7 al igual que para la prueba 2.

En la prueba 3, se logré una remocién maxima de 10.7% cercana a la méxima obtenida en la
prueba 2, pero hasta después de una semana de proceso (192 horas), sin embargo el proceso se
dej6 por mas tiempo, atin sin que la remocién de sulfatos aumentara, tal y como se observa en
la figura 4.21, donde a 198 horas la remocion de sulfatos se mantuvo en el punto méaximo, asi
como la produccién de sulfhidrico, el cual después de este tiempo disminuyd.

Cuando el proceso termind (288 horas), se tomd una muestra de la biomasa del mismo para
medir la concentracion que pudiera existir de H,S diluido, y el resultado fue que no se detectd
este gas.

65



Capituio 4. Resultados

100 1
, 8 20 1 L 0.9
: 80 | 1os
= 70 ] 07 3
) & - 01 L 0.6 --,-d
O 0s &
o 1 0.
! T @
L 30} 03 0
- 20} } o2
i @ 0} + 0.1
0 L0

0 24 48 96 120 144 168 192 198 216 264 288 294
tiempo (h)
g Remocién (%) —e— H2S8 (g S-2/L) ;

Figura 4.21. Remocién de sulfatos y produccion de sulfhidrico de la Prueba 3 con cepa 22

Con las experiencias obtenidas de las tres pruebas se pudo hacer una adecuacién de la
metodologia de remocién de azufre del combustéleo, es decir, tomar las condiciones idéneas
de proceso (temperatura, tiempo, pH, agitacion, toma y medicién de sulfhidrico, toma de
muestras y analisis) y llevarlas a la operacién del proceso mismo de biodesulfuracion del
combustdleo

Temperatura: 35°C
Tiempo: 2 semanas
pH: 7.0
Agitacién: 1350 rpm

Toma de muestra del sulfthidrico:  Por inyeccidn con nitrégeno

4.5. Biodesulfuracion del combustéleo
4.5.1. Experiencia 1

La primera prueba de biodesulfuracién lievada a cabo en el fermentador, sirvidé como
experiencia para las pruebas siguientes que se realizaron, ya que ésta sélo tuvo una duracion de
7 dias, debido a que se decidio probar si se obtenfan buenos resultados en un menor tiempo. Al
preparar las 4 emulsiones de un litro, se encontraron los valores de potencia mostrados en la
figura 4.22. El consumo de energia promedio global fue de 8.5 watts, lo cual nos puede indicar
la calidad de la emuision. El peso del combustdleo total agregado para la formacion de las
emulsiones fue de 400 g. De aqui se tomaron 3150 g (aproximadamente 3150 mL).
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potencia (watts

(=T S )
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tiempo (5)
| _¢— Enulsion | _gg— Enulsién 2 g Frulsién 3 _y¢ Froulsion 4 i

Figura 4.22. Consumo de energia en ]la formacioén de la emulsion de la experiencia 1 de
biodesulfuracién con combustéleo

E! material celular, el cual se hizo crecer con 6 dias de anticipacién en medio Postgate B, logrd
0.379 como densidad Sptica.

La produccion del acido sulfhidrico (figura 4.23) disminuy6 los dos primeros dias debido,
probablemente, a que las bacterias fueron consumiendo en primer lugar los sulfatos presentes
(677.08 mg/L), hasta que se adaptaron al consumo del azufre del combustdleo, logrando su
maxima produccion a las 96 horas, después del cual la concentracién del sulfhidrico
nuevamente disminuye. La generacién total del gas fue de 4.10 gS¥L.

H,S (gS™/L)

; 0 24 48 72 96 120 144 168

tiempo (h}

Figura 4.23. Concentracion de sulfhidrico generado en la experiencia 1 de
biodesulfuracion del combustoleo
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La primera prueba de remocidn de azufre en combustdleo proporciond resultados favorables
como puede observarse en la tabla 4.8, logrando una disminucién maxima del 17.7% en los 7

dias que durd el proceso, lo que proporciona una velocidad de remocion de 0.7 % por dia.

Tabla 4.8. Resultados de la experiencia 1 del proceso de biodesulfuracion

Tiempo | Azufre |Remocién| Capacidad | Pérdida |Humedad | Vanadio| Niquel
(h) (%o en de calorifica. | calorifica (% (ppm) | (ppm)
peso) azufre (kcal/g) (%) volumen)
(%)
inicial 3.94 0 10.13 0 0.1 311 5.5
0 3.83 2.8 9.76 3.6 2.0 261 4.7
168 3.24 17.8 8.28 18.3 8.0 261 20.6

La pérdida calorifica del combustdleo fue del 18.3% debido a que al separar la emulsion, parte
del combustdleo queda en la solucion salina. La humedad que indica la cantidad de agua que
ain queda en el combustéleo, fue de 8% en volumen. En cuanto a la concentracion de los
metales, el vanadio disminuyé en un 16%, mientras que el niquel en forma extrafia aumento en
un 274%.

En cuanto a los resultados de la solucién residual mostrados en la tabla 4.9, los valores de la
conductividad indican que hubo un aumento en el contenido de sales durante el desarrollo del
proceso, el cual fue de 55.2 mMhos/cm.

La cantidad de grasas y aceites disminuyé un 9.4%, lo cual significa que 27 mg/L. se quedan
retenidos en el combustdleo. La materia organica, medida como DQQO, también disminuyé un
17.1%.

Tabla 4.9. Resultados de la muestra residual de la experiencia 1 del proceso de
biodesulfuracion

Tiempo |Conductividad | Grasasy Aceites DQO
(h) (m Mhos/em) (mg/L) (mg/L)
0 552 286 39,462.2
168 563 259 32,714.6
4.5.2. Experiencia 2

Dado que se obtuvo una remocién de azufre del 17.7% en la primera prucba, se decidi6
ampliar ¢l tiempo de proceso hasta dos semanas para la segunda prueba para observar si se
obtenia una mejor remocion. Para realizarla se inoculd Ia cepa crecida previamente durante 7
dias a 35 °C, el crecimiento alcanzado fue de 0.414 medido como densidad dptica. La
concentracidn de sulfatos provenientes de la cepa antes de inocularla en el fermentador fue de
701.78 mg/L.

68



Capitulo 4, Resultados

En la figura 4.24, se muestra la grafica del consumo de energia durante la formacion de las 4
emulsiones que se prepararon. El valor promedio total fue de 7.4 watts, menor que el de la
primera prueba. El peso total de combustdleo agregado para la formacién de las emulsiones
fue de 405 g.

potencia (watts
o

15 30 45 60 75 90 120 150 180 210 240 270 300
tiempo (s) i
‘—e—FEmulsion I _gg BEmulsion2 _4  FEmulsién 3 s . Emulsién 4

Figura 4.24. Consumo de energia en la formacién de 1a emulsion de la experiencia 2 de
biodesulfuracién del combustéleo

Los resultados de la medicion de sulfhidrico (figura 4.25) indican un comportamiento muy
irregular debido a los altibajos en la produccién del mismo, se generaron 3.31 gS%L en la
primera semana de proceso, mientras que en la segunda semana se generaron 2.30 gS%L. La
maxima concentracién se obtuvo al onceavo dia, sin embargo es notorio el valor de la
concentracion de este gas generado al inicio del proceso, el cual fue disminuyendo hasta el
tercer dia. La generacién total fue de 6.14 gS¥/L.

H,S (gS7 /L)

¢ 24 438 72 9 120 144 168 192 216 240 264 283 312
tiempe (h)

Figura 4.25. Concentracion de sulfhidrico generado en la experiencia 2 de
biodesuifuracion de combustéleo
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En cuanto 2 los resultados de la muestra de combustdleo presentados en la tabla 4.10, se
observé que en la primer semana del proceso se obtuvo la mayor parte de remocion de azufre
(casi el 6%), esto coincide con la mayor parte de sulfhidrico generado; la remocidn de azufre
total lograda fue de 8.7% en las dos semanas de proceso. La pérdida de la capacidad calorifica
en esta prueba fue congruente con la remocién de azufre, ya que sélo se perdid ei 9.6%. En
cuanto a la humedad del subproducto, esta lleg6 a ser hasta de 27.4% en la primer semana de
incubacién. La concentracién de vanadio aument6 en 81 mg/L, mientras que la del niquel
aument6 50.8 mg/L.

Tabla 4.10. Resultados de la muestra de combustéleo de la experiencia 2 de
biodesulfuracion

Tiempo | Azufre | Remocién | Capacidad | Pérdida | Humedad | Vanadio| Niquel
(h) (% en de calorifica. | calorifica (%) (ppm) | (ppm)
peso) |azufre (%)| (keal/g) (%) volumen)
inicial 3.88 0 10.13 0 0.1 211 32
0 3.74 3.6 9.64 4.8 272 5.2
168 3.65 59 9.39 7.3 274 282 25.6
336 3.54 8.8 92.16 9.6 6.4 292 54

Los resultados de la muestra residual (tabla 4.11), indican que la conductividad eléctrica

disminuy6 un 8.6%.

Las grasas y aceites, al contrario de la experiencia 1, aumentaron en un 32.7% después de 2
semanas de proceso. La materia orginica también aument6 un 23.7%.

Tabla 4.11. Resultados del agua residual de la experiencia 2 del proceso de

biodesulfuracion
Tiempo Conductividad | Grasas y Aceites DQO
(h) (m Mhos/cm) (mg/L) (mg/L)
0 61.40 25.5 21317.78
168 60.60 169.0 25581.74
336 56.10 251.0 28682.10

4.5.3. Experiencia 3

Debido a que en la segunda prueba no se obtuvieron resultados favorables, probablemente por
la preparacién inadecuada de la emulsién, se opté por repetirla con las mismas condiciones

que la primera.

70




LAPHUIG 4. KO5UITad0s

En la tercera prueba de biodesulfuracién del combustéleo, 1a cepa 22 inoculada, se hizo crecer
previamente durante 12 dias, alcanzando una densidad dptica de 0.422. Los sulfatos dieron un
valor de 424 mg/L.

Los consumos de potencia que se obtuvieron en la preparacién de las 4 emulsiones de esta
prueba se presentan en la figura 4.26 El promedio de estos valores fue de 7.3 wats,
exactamente igual que el de la segunda prueba. El peso del combustdleo total empleado para la
formacion de las emulsiones fue de 399 g.

potencia (watts)

[T o - -]
b
Ty

15 30 45 60 75 90 120 150 180 210 240 270 300
tiempo (s)

[—e— Emulsion 1 _gg— Emulsién 2 —4-~ Emulsién 3 —y¢— Emulsion 4 |

Figura 4.26 Consumo de energia en la formacién de la emulsién de la experiencia 3 de
biodesulfuracién de combustéleo

La produccién de 4cido sulfhidrico presentada en la figura 4.27, se muestra un tanto irregular
como en la segunda prueba, con un valor méaximo de 1.1 g S%/L obtenido al tercer dia y un
minimo de 0.14 g S%/L en el dltimo dia de proceso. La concentracion total de sulfhidrico fue
de 3.91 g S*/L.
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Figura 4.27. Concentracién de sulfhidrico generado en Ia experiencia 3 de
biodesulfuracién del combustéleo

En 1a tabla 4.12, se presentan los valores para el combustéleo recuperado del rompimiento de
la emulsion. En cuanto a la remocién de azufre, durante esta prueba se lego a remover hasta
un 25.1%, mas que en las pruebas anteriores. Sin embargo es notorio que a la primer semana
se logré sélo un 11.3% comparado con un 17.7% alcanzado en la primera prueba en el mismo
tiempo de biodesulfuracion.

La pérdida de la capacidad calorifica (9.2%) fue similar a la de ]a prueba anterior, mientras que
las concentraciones de vanadio y niquel disminuyeron en 2.6 y 1.0% respectivamente.

Tabla 4.12. Resultados de la muestra de combustéleo de 1a experiencia 3 del proceso de
biodesulfuracion

Tiempo | Azufre |Remocién|Capacidad| Pérdida |Humedad|Vanadio| Niquel
(h) (% en de calorifica | calorifica (% (ppm) | (ppm)
peso) azufre (kcal/g) (%) volumen)
(%)
imicial 3.98 0 10.13 0 0.1 308 493
0 3.85 33 9.94 1.9 2.0 305 512
168 3.53 11.3 8.83 12.8 16.0 280 44.3
336 2.98 25.1 9.20 9.2 9.2 300 48.8

En cuanto a los resultados de las aguas residuales del proceso (tabla 4.13), y al igual que en la
experiencia 1, hubo un aumento en la concentracién de sales del proceso indicados por los
valores de la conductividad finales los cuales fueron de 62.9 mMhos/cm.
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En el caso de las grasas y aceites, el comportamiento fue irregular, debido a que la primer
semana disminuyé un 93%, para luego aumentar en la segunda semana a 186 mg/L. La
concentracién de materia organica se mantuvo disminuyendo hasta un 45% después de dos
semanas de proceso.

Tabla 4.13. Resultados del agua residual de la experiencia 3 del proceso de
biodesulfuracién

Tiempo | Conductividad | Grasas y Aceites DQO
(b) (m Mhos/cm) (mg/L) (mg/L)
0 55.80 763.0 38,924.1
168 62.50 53.5 34,572.8
336 62.90 186.0 21,395.0

4.5.4. Experiencia 4 (Medio de cultivo con agua de mar)

Debido a los buenos resultados de crecimiento celular encontrados en medio de cultivo
preparado con agua de mar, se decidi6 realizar una cuarta prueba utilizando este tipo de medio
y las mismas condiciones de la prueba anterior.

La densidad éptica del indculo crecido previamente durante 11 dias fue de 0.4. Asimismo la
cantidad de sulfatos fue de 1632 mg/L.

Los valores del consumo de potencia vs tiempo obtenidos en la preparacion de las 4
emulsiones se muestran en la figura 4.28, ¢l promedio global fue de 8.7 watts, que fue el valor
mas alto de las cuatro pruebas realizadas, lo que indica que esta pudo ser 1a mejor emulsion
formada. El peso del combustéleo total empleado para la formacién de la emulsion fue de 383

g.
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Figura 4.28. Consumo de energia en la formacién de la emulsién de la experiencia 4 de
biodesulfuracién de combustéleo

En la figura 4.29 se muestra la cinética de produccion del 4cido sulfhidrico La concentracién
acumulada total de gas alcanzada en el proceso después de 8 dias fue de 6.62 g S%L. La
maxima concentracion se obtuvo al tercer dia, disminuyendo posteriormente hasta terminar al
noveno dia indicando tal vez que la funcién de las bacterias de transformar el azufre del
combustéleo habia cesado o llegado a su punto minimo; debido a esto es que se decidio dar
por terminada esta prueba al décimo dia, ya que no se siguié presentando indicios de
sulfhidrico.
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Figura 4.29. Concentracién de sulfhidrico generado en la experiencia 4 de
biodesulfuraciéon de combustdleo
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En la tabla 4.14, se presentan los resultados del combustéleo antes y después del proceso,
como se puede observar, la mayor remocion de azufre obtenida fue de 39.8%, que fue el valor
mas alto logrado de las cuatro pruebas realizadas. Esta remocion estd relacionada directamente
con Ja mayor cantidad de gas sulthidrico generada. Sin embargo en esta prueba se present6 la
mayor cantidad de poder calorifico perdido que fue de 25.8%. En cuanto a los resultados del
vanadio y el niquel, se observd que el primero disminuyé un 19.4% mientras que el segundo
aumento 15%.

Tabla 4.14. Resultados de 1a muestra de combustéleo de la experiencia 4 del proceso de
biodesulfuracién (con agua de mar)

Tiempo | Azufre {Remocion| Capacidad| Pérdida |Humedad|Vanadio| Niguel
(h) (% en de calorifica | calorifica (% (ppm) | (ppm)
peso) azufre (kcal/g) (%) volumen)
(%)
inicial 3.99 0 10.126 0 0.1 2942 34.1
0 3.89 2.5 9.964 1.6 1.6 311.8 51.2
168 3.05 235 7.633 24.6 30.0 242.7 394
336 2.40 39.8 7.514 25.8 32.8 2372 39.2

En cuanto a los resultados del agua residual (tabla 4.14), se¢ puede observar que la
conductividad disminuy6 de 76.2 a 70.6 mMhos/cm en tanto que la carga orgénica y las grasas
y aceites aumentaron casi 70 g/L. y mas de 240 mg/L respectivamente.

L as grasas y aceites aumentaron casi cuatro veces su valor después de una semana, mientras
que la DQO aument6 1.5 veces su valor.

Tabla 4.15. Resultados del agua residual del proceso de biodesulfuraciéon (con agua de
mar)

Tiempo | Conductividad { Grasas y Aceites DQO
(h) (m Mhos/cm) (mg/L) (mg/L)
0 76.20 63.5 417539
168 70.60 241.5 69929.0

4.5.5. Resumen de las cuatro pruebas de biodesulfuracién

La comparacion de los resultados mas sobresalientes para las cuatro pruebas de
biodesulfuracién se presenta en la figura 4.30. Como se puede observar, las encrgias
consurnidas en la preparacién de las emulsiones tuvo un rango de 7.36 a 8.65 watts, mientras
que la remocién de azufre oscild entre 8.7 y 39.8% aunque a diferentes tiempos de proceso, ya
que la primera duré 168 horas, Ia segunda y tercera 336 horas y la cuarta 216 horas.
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Finalmente, se puede decir que es posible remover hasta casi un 40% de azufre como azufre
total de un combustéleo con contenido inicial de 4%, realizandolo en un tiempo mayor a 200
horas.
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Figura 4.30. Comparacién de remocién de azufre con las 4 pruebas de biodesulfuracion
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3. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

a

La biodesulfuracion del combustéleo por bacterias sulfato-reductoras, representa una
alternativa viable ante la hidrodesulfuracion catalitica, ya que reduciria el costo por
consumo de energia, sin embargo, este estudio es sélo una etapa inicial de una cadena
que tendria que desarrollarse para llegar a un grado de escalamiento mayor en el que se
realizara en el &mbito industrial.

La actividad sulfato reductora con las cepas bacterianas result6 ser mejor a pH 7 que a
pH 5 y pH 8. Las mejores actividades especificas, las cuales involucran el crecimiento
de las bacterias, resultaron ser mejor a un pH de 8. El pH original de la biomasa es de
un valor de 7, el cual no presenté cambios significativos durante el desarrolio de los
microorganismos,

La temperatura de proceso para la remocién de sulfatos presenté mejores resuitados a
35°Cquead5°Cy28°C.

La concentracién de sustrato con la que se adaptan mas ripido las bacterias fue con 2.17
gS04/L. comparado con las concentraciones 4.52, 8.34 y 16.06 gSO4/L; ya que el
intervalo de remocién de sulfatos logrado con las tres iltimas concentraciones fire de 28
a 52.6%, mientras que con la minima concentracién se logré una remocién de sulfatos
entre 48 y 92%. Relacionando estos resultados como % en peso de azufre, se tiene que
la mayor remoci6n de azufre fue de 0.72 a 0.06% en peso de azufre.

Las cepas que mejores resultados de crecimiento microbiano y remocién de sulfatos en
¢l menor tiempo presentaron, fueron la: §, 7, 8, 15 y 22, de éstas, la seleccionada para
las pruebas de biodesulfuracién debido a su adaptacién al proceso, fue la cepa 22
proveniente de la zona petrolera de OQaxaca.

En resumen, los pardmetros tomados en cuenta para el escalamiento del proceso al
fermentador fueron los siguientes: pH de 7, temperatura de proceso 35 °C,
concentracion de sulfatos como sustrato para la actividad sulfato-reductora fue de 2.17
g/L; el desarrollo de las bacterias para ser inoculadas fue mejor a pH 8 v 45 °C.

Se logré adecuar una emulsién combustéleo-agua en una proporcion de 1:10 para las
pruebas a nivel fermentador, empleando el proceso de la esterilizacion para la ruptura
de la misma.

Con el proceso de biodesulfuracién, se logré una remocién de azufre del combustdleo
en un intervalo de 8.8 a 38.9% disminuyendo la concentracién de 3.99 a 2.4 % en peso
para la més alta remocidn en dos semanas de operacion, sin embargo se llegé a perder
hasta un 25.8% del poder calorifico. La diferencia en la remocién de azufre de las
cuatro experiencias realizadas puede deberse en cierta medida a la selectividad del
metabolismo microbiano por los compuestos organicos de azufre.
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Q El medio de cultivo preparado con agua de mar en lugar del medio Postgate B, resulté
ser una buena propuesta para reducir los costos por uso de reactivos y agua de dilucién.

o El icido sulfhidrico fue capaz de detectarse por medio del electrodo de sulfuro asi como
por el olor caracteristico que presenta; este es un indicativo de la actividad sulfato-
reductora de las bacterias con las que se trabajé.

a Este trabajo contribuye a las expectativas de mejoramiento ambiental por los problemas
generados por las emisiones de SO,, como un mejor planteamiento al de la cada vez
mads estricta normatividad.

o El grado de desulfuracién logrado en este trabajo es congruente con el obtenido por
Kim B. H. et al., 1994 con quienes se tuvo similares condiciones de operacion:

Origen Bacterias Azufre total (%) Grado de
Inicial Final | desulfuracién (%)
Kuwait | D. desulfuricans 2.07 0.85 58.9
Basrah | D. desulfuricans 3.72 3.00 19.4
Meéxico | Cultivo mixto 3.99 2.4 39.8
(L)

La mayoria de los trabajos que se han realizado utilizando un sistema aerobio han reflejado
mejores resultados de remocién de azufre que los sistemas anaerobios como lo muestra la
siguiente fabla, a excepcién de Byung et al., 1996, esto puede ser probablemente a la
dificultad de mantener este sistema para el desarrollo de los microorganismos.

Referencia | Sistema | Combustible Bacteria Azufre | Azufre | Remocién
inicial final (%)
Tae sung, | Anaerobio Crudo Desulfotomacu- 3.0 378 7.0
1990 lum nigrificans
Stoner et al., | Anaercbio Carbén Desulfovibrio - - 12.0
1993 africanus
Tae Sung, | Anaerobio Crudo Desulfovibrio 3.0 2.36 21.0
1990 desulfuricans
Steven, Aerobio Destilados Rhodococcus 0.75 0.50 33.0
1994 medios rhodochrous
Julia eral., | Anaerobio DBT - - - 40.0
1993
Afferden, Aerobio DBT Brevibacterium 1.2 0.7 41.6
1993 sp
Kilbane y K. | Aerobio Carbén Rhodococcus - - 41.8
1992 rhodochrous
Monticello, Aerobio Destilados Rhodococcus 0.25 0.05 80.0
1993 medios rhodochrous
Ohmura y Aerobio Carbon Thiobacillus 13.2 1.8 86.0
Saiki, Jerroxidans
1994
Byung et al., | Anaerobio DBT Desulfovibrio - - 96.0
1996 desulfuricans
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5.2. RECOMENDACIONES

= Es necesario mejorar la técnica de deteccidn del gas sulfhidrico, asi como adecuar un
tratamiento para su eliminacion.

< Se recomienda llevar a cabo el desarrollo de las bacterias para su crecimiento a un pH
de 8 y un pH de operacién de 7.

= Dado que se trabajé con cultivos mixtos y se sabe que estin presentes las bacterias
sulfato-reductoras, es importante que se realice una identificacion del género y especie
de las bacterias que lo conforman.

= La composicién del azufre presente en el combustéleo y su remocién sélo se pudo
conocer como total, por lo que seria interesante identificar los tipos de compuestos de
azufre removidos.

= En el proceso de biodesulfuracion del combustdleo hubo pérdida calorifica del mismo,
por lo que se recomienda optimizar el sistema de rompimiento de la emulsion mediante
prucbas en el laboratorio.

= Debe disefiarse un sistema de tratamiento para las aguas residuales que se generan del
proceso de biodesulfuracién que ya no puedan ser regeneradas al mismo.

= El problema de la generacidn excesiva de SO, en la quema del combustdleo para
generacion de energia debe resolverse lo antes posible antes de que se opte por el uso de
otros combustibles alternos con una buena relacién costo/energia o se siga importando
mas combustéleo del que se importa como sucedié en 1994 (DGAPA, UNAM 2°
Informe anual).

ESTA TESIS NO SALR
DE LA BIBLYOTECA
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APENDICE A

A.1. PROPIEDADES DE LOS COMBUSTIBLES LIQUIDOS

Densidad relativa. La densidad relativa de un combustible derivado del petréleo es la
relacién del peso de un volumen determinado del producto a 15 °C y el peso de un volumen
igual de agua destilada a la misma temperatura, ambos pesos corregidos para tomar en
cuenta la flotabilidad del aire. La relacioén entre la escala de densidad API (American
Petroleum Institute) y 1a densidad relativa esta dada por:

o0an_ 1415
API-—@-;——IBI.S

Prel 60 (A.1)

Viscosidad cinematica La viscosidad cinemética, | es la viscosidad dindmica dividida
entre la densidad, o sea | = p/fi. La unidad en el sistema cgs es el stoke. La unidad
acostumbrada es el centistoke. El valor aproximado en stokes de la viscosidad cinematica
puede obtenerse mediante las siguientes ecuaciones, donde f es ¢l tiempo de fusién en
segundos.

Saybolt Universal, cuando: 32 ct c100=0.00226¢ - 1.95+¢
Saybolt Universal,cuando: t>100 =0.00220¢t - 135+¢
Saybolt furol, cuando: 25ctc100=0.00224¢: —~ 1.84+¢
Saybolt furol, cuando : to>40 =0.00216¢ - 0.60+¢

Indice de cetano. El indice de cetano de un combustible es el porcentaje de volumen de
cetano normal que hay en una mezcla de cetano y a-metal naftaleno, la cual iguala al
combustible en calidad de ignicién cuando se comparan en un motor Diesel, en condiciones
especificas. La escala de indice de cetano va de 0 a 100 para combustibles equivalentes en
calidad de ignicion al d-metil naftaleno y al cetano, respectivamente. Para pruebas de
rutina, combustibles de referencia secundaria con indices de cetano de aproximadamente 25
¥ 74 se mezclan en cualquier proporcion elegida.

Fluidez critica. Indica la temperatura minima a la que un combustible puede ser trasladado
y por tanto sirve de base para el calculo de aislamiento y calentamiento de depdsitos y
tuberias en las zonas que lo requieran de acuerdo con las condiciones atmosféricas
previsibles. Normalmente, el punto de fluidez esta por lo menos 9 o 12 °C debajo de 1a
temperatura de funcionamiento minima prevista,

Punto de enturbiamiento. El punto de enturbiamiento de anilina es una medida de la
parafinicidad de un combustéleo; un valor alto indica que se¢ trata de un aceite parafinico de
destilacién directa mientras que uno bajo, que se trata de un aceite aromatico, nafiénico o
altamente desintegrado.
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Punto de combustién. Es la temperatura més baja a 1a cual un combustible se enciende y
arde por lo menos 5 segundos en condiciones de prueba especificas.

Punto de humo. La tendencia a producir humo de un combustible es indicada por el punto
de humo, que es la mixima altura que alcanza un tipo especifico de flama (en una lampara
de mecha con caracteristicas especificas) sin emitir humo visible.

Contenido en cenizas. El contenido en cenizas es el residuo de la combustion del
producto. En las cenizas se encuentran presentes los sedimentos minerales y los éxidos de
Jjabones metalicos solubles en el combustible o en las gotas de agua que los pueden arrastrar
y contener en emulsion o suspension.
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APENDICE B

B.1. TECNICAS ANALITICAS
B.1.1. DETERMINACION DE SULFATOS

En este andlisis ocurre una precipitacién en medio 4cido como sulfato de bario (BaSO,) por
la adicién de cloruro de bario (BaCl,). Esta medici6n de sulfatos de realizé por el método
gravimétrico (APHA, 1995), para lo cual se requiere del siguiente material, reactivos y
equipo

1. Material, reactivos y equipo
Material

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Probeta graduada de 100 mL

Vaso de precipitado de 50 mL
Papel filtro Whatman GFA 90 mm.
Papel indicador de pH Whatman

Cloruro de bario (BaCl,)
Acido clorhidrico (HCI al 10%)

Parriila de calentamiento
Estufa de calentamiento
Balanza analitica
Desecador

2. Procedimiento

La precipitacién del cloruro de bario se efectiia a temperatura cercana a la de ebullicién y
después de un periodo de digestion el precipitado se filtra, se lava con agua destilada hasta
que esté exento de cloruros, se seca (a 105 °C) y se pesa como BaSQ,, la cantidad de
sulfatos se obtiene de acuerdo a la siguiente férmula:

mgSO2 = mgBaS0O,x411.6 B.1)
mL muestra
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La remocion de sulfatos se obtiene de la diferencia entre los sulfatos obtenidos inicialmente
y los sulfatos medidos después de un periodo de tiempo mediante la siguiente formula:

(mg 80;" inicial) - (mg SO, final) g

% remocion = =
(mg SO, inicial)

100  (B.2)

B.1.2. MEDICION DEL ACIDO SULFHIDRICO

La medicion del acido sulfhidrico generado durante el proceso de remocién de azufre en
forma de sulfatos y organico, se realizé a través de dos métodos, el método de la titulacién
y el método directo con el electrodo de azufre.

A. Método lodométrico

Para la medicién del H,S diluido en la solucidn acuosa, se empled el método Iodométrico,
el cual representa una titulacion donde se lleva a cabo la reaccion entre el yodo y el sulfuro
en una solucién icida, oxidindolo a azufre. El material y reactivos empleados son los
siguientes:

1. Material y reactivos
Material

Matraz Erlenmeyer de 250 mL
Bureta de 50 mL

Pipetas graduadas de 1,5 y 10 mL
Pipeta volumétrica de 25 mL
Pipetero para esterilizacion

Reactivos

Tiosulfato de sodio (Na,S,0,5H,0)
Hidréxido de sodio (NaOH 6 N)
Yodo

Almidén

Acido clorhidrico (HC1 6 N)
Yoduro de potasio (KI)

2. Procedimiento
Primero se prepara la solucion estandar de yodo 0.0025 N. Se disuelve 20 a 25 g de KI en
un litro de agua destilada y 3.2 g de yodo. Después de que el yodo se ha disuclto, se diluye

a 1000 mL y se valora con una solucién de tiosulfato de sodio (Na,S,0,), usando una
solucién de almidén como indicador.
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La solucion de tiosulfato de sodio se prepara disolviendo 6.205 g de Na,$,0, 5H,0 en agua
destilada, se adiciona 1.5 mL de NaOH 6 N y se diluye a 1000 mL

El procedimiento que se lleva a cabo para la medicion de este gas es: burbujear el H,S
generado en el proceso en agua destilada, tomar 1 mL de muestra. En un matraz de
Erlenmeyer de 250 mL colocar la muestra, adicionar 25 mL de la solucién de yodo, 2 mL
de acido clorhidrico 6 N, unas gotas de almidén y titular con tiosulfato de sodio 0.025 N
hasta que el color azul desaparezca. El célculo para la determinacién del H,S se realiza
mediante la siguiente formula:

f(AxB)-(CxD)k16000

B.3
ml. muestra (B.3)

mgS™ /L=

donde
A: mL de solucién de yodo
B : normalidad de la solucién de yodo
C: mL de solucion de Na,S,0,
D : normalidad de Na,S,0,

B. Método Potenciométrico

El potencial del electrodo de sulfuro junto con un electrodo de referencia varfa con la
actividad del i16n sulfuro en la solucién. Para corregir el coeficiente de actividad y pH de
este i0n, el potencial estima la concentracion del i6n sulfuro. Un electrodo de este tipo
puede ser usado como indicador del punto final por titulacién del sulfuro disuelto con una
solucion estandar.

1. Reactivos, equipo y soluciones
Reactivos
Hidréxido de sodio (NaOH 10 M)

Acido ascorbico (CH;0,)
Etilendinitrilotetracetato disédico (EDTA Na,C,,H,,N,O, 2H,0)

Equipo requerido

Medidor de mV o ion selectivo
Electrodo de 16n sulfuro

Electrodo doble unidn de referencia
Agitador magnético
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Soluci 4

Buffer antioxidante (solucién ajustadora idnica)
Solucién estandar
Solucién para el electrodo de referencia (KNO,)

a) Solucién buffer antioxidante: Mezclar en 600 mL de agua destilada, 200 mL de NaOH 10
M, 30 g. de 4cido ascorbico, 67 g. de EDTA, y aforar a 1 litro con agua destilada. La
solucién antioxidante contiene hidréxido de sodio debido a que existe una gran proporcién
de suifuro presente como ion S*, contiene también 4cido ascOrbico para prevenir la
oxidacion del sulfuro, y un agente quelante para contrarrestar el efecto que pudiera
ocasionar los metales pesados. Se recomienda que una vez preparada ésta solucién se
almacene en una botella de plastico, se purgue con nitrégeno el oxigeno que pudiera
contener y se guarde a una temperatura de refrigeracién (4 °C) hasta que se use. El tiempo
recomendado de almacenamiento es hasta de4 semanas. Si la solucion se torna café oscura,
significa que se ha oxidado, por lo cual debe desecharse.

b) Solucion estandar: Para preparar un estandar de ion sulfuro se pipetean 10 mL de la
solucién de sulfuro saturado en un frasco volumétrico de um litro, se agrega 500 mL de
buffer antioxidante y se¢ diluye hasta la marca con agua destilada. La concentracién de este
estandar se determina titulando 10 mL de este en 0.1 molar de perclorato de plomo
utilizando el electrodo de azufre como indicador de punto final. La férmula para calcular la
concentracion del ion sulfuro es la siguiente:

Concentracion ppmion S™° =3206(£’—J (B.4)
V. Volumen de titulante al punto final
V.: Volumen del estandar (10 mL).
. N v,
Concentracion ppmion § =3206[?] (B.5)

V. Volumen de titulante al punto final
V,: Volumen del estandar (10 mL).

Para preparar otro estandar se pipetean 10 mL del estandar anterior en un frasco de 100 mL,
se agregan 45 mL de la solucién ajustadora idnica y se diluye hasta la marca, se hace la
medicion con el electrodo de sulfuro. '

Se prepararon 10 estandares, colocando los electrodos en la solucion mas baja a la més alta

concentracion, se anotd la lectura en volts y se elabora la curva de calibracién tomando la
escala volts en el ¢je de las abscisas y los ppm de ion azufre para 1a escala de las ordenadas.
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2. Procedimiento

La medicién del H,S se hace considerando el gas presente en el espacio libre del matraz y la
proporcion disuelta en el medio. Se desplaza el gas presente en el matraz, con nitrégeno y
se burbujea el H,S producido durante 30 segundos en 20 mL de la solucién ajustadora
ionica. Se sumergen los electrodos en esta solucidn en un recipiente con una magneto para
agitacion, comenzar la agitacién evitando la formacién de un vortex y mantener la misma
velocidad de agitacién para todas las mediciones. Medir el potencial (E,) y tomar la lectura
cuando se estabilice. La concentracién s, de la solucién estandar deberd ser mayor que la
que se espera tenga la muestra. Repetir esta operacion con una segunda concentracién de
solucion estandar (s,), la cual debera ser menor de la que se espere tenga la muestra y no
mayor a 0.5 s,. Medir el potencial (E,) y tomar la lectura cuando se estabilice. Repetir el
procedimiento con la muestra previamente diluida con la solucién buffer, medir el potencial
(E) y tomar ia lectura cuando se estabilice. El tiempo de respuesta de la lectura en el
electrodo es de al menos dos minutos, aunque en algunas ocasiones requeria de mas tiempo.
Este tiempo depende no sélo de la concentracién de ion azufre, sino también de la
velocidad de agitacién de la muestra y de las condiciones de la membrana del propio
electrodo (Midgley, 1991). Los célculos de la pendiente se realizan como sigue:

a) Calculo de la pendiente de calibracién:

El "Ez

=—21 2 x-20mV (B.6)
logs, —logs,
b) Concentracién de 8%
Calcular la diferencia de potencial: A=E -E,
. . -A
Concentracion: c=2s,xanti log(-—iz—) (B.7)
¢) Cantidad de H,S producida:
mg H,S = {[7x10°¢°%)x B+ (2x107¢%5¢ }x p] (B.8)

donde: A =mV en la solucién buffer
B =mL de solucion buffer (20 mL)
C =mV en ¢l medio Postgate B
D = mL de medio Postgate B (100 mL)
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Figura B.2. Curva de calibracién de concentracién de ion sulfuro en medio Postgate B
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B.1.3. DETERMINACION DEL AZUFRE TOTAL

La determinacidn del contenido de azufre se basa en la oxidacién del azufre presente en la
muestra, en presencia de oxigeno, empleando una mufla tubular de alta temperatura, con
posterior deteccién continua del producto de oxidacién, biéxido de azufre (S0,), por medio
de deteccion por absorcién infrarroja.

1. Reactives y equipo
Reactivos

a) Oxido de magnesio (MgO), acelerador de la combustién y de grado reactivo analitico;

b) Pentdxido de vanadio (V,0;);

c) Perclorato de magnesio (MgClO,), reactivo absorbente;

d) Oxigeno, gas transportador y oxidante, con una pureza superior a 99.9%, se requiere
comprimido a una presidén superior de 2.1 kg/cm>.

Equipo
Analizador de azufre LECO SC-32
2. Procedimiento

Se homogeneiza la muestra a analizar en un bafio a una temperatura constante de
aproximadamente 50 °C durante un tiempo de 20 a 30 minutos. Se enciende el analizador
de azufre LECO SC-32, por un lapso minimo de tres horas, conforme a las instrucciones del
fabricante. El sistema debera alcanzar una temperatura minima estable de 2500 °F (1371
°C).

Se calibra el sistema empleando el patrén més cercano a la concentracion esperada en la
muestra. Se¢ transfiere a una nave previamente tarada y se pesa una porcion del patron, de
acuerdo con las recomendaciones del fabricante, dependiendo de la concentracién de azufre
en el patrén. El producto de peso de la muestra y el porcentaje en peso de azufre no debe
exceder 4%, por ejemplo:

4% de azufre- 1.0 g
8% de azufre - 0.5g
16% de azufre - 0.25 g

Se siguen las recomendaciones del fabricante para el uso de aceleradores de combustién. Se
ejecuta el procedimiento de calibracién con base en las indicaciones del fabricante, hasta la
indicacion de una lectura estable.
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Para el analisis, se transfiere la cantidad de muestra a una nave previamente tarada, se pesa
con base a las indicaciones del fabricante para la concentracién esperada de la misma. Se
registra el peso de la muestra, concentracién y condiciones del sistema.

La precision relativa de este método en el intervalo de 0.005 a 99.99% de azufre, es de +
0.001 g.

B.1.4. SOLIDOS SUSPENDIDOS VOLATILES (SSV)

Se evapora una muestra correctamente mezclada en una placa pesada y secada a peso
constante en un horno a 103 - 105 °C. El residuo obtenido se incinera, a peso constante, a
una temperatura de 550 + 50 °C. Los sélidos remanentes representan los sélidos totales
fijos, disueltos o en suspensién, mientras que la pérdida de peso por ignicidn representa los
solidos volatiles.

1. Material y equipo
Material

Desecador

Capsulas de porcelana

Papel filtro Whatman GFA 40 mm
Pinzas para capsulas

Probeta de 100 mL

Estufa de calentamiento (105 °C)
Estufa de incineracion (550 °C)
Balanza analitica

Equipo de filtracién al vacio

2. Procedimiento

Se toman 100 mL de la muestra (del vial), se filtran en papel Whatman GFA de 40 mm de
didmetro previamente tarado (P,), se pone a secar el papel a 105 °C en la estufa durante 2
horas aproximadamente, se sacan, enfrian y se pesan (P,), después se calcina a 550 °C
durante 15 minutos, se enfrian y se pesan (P,). El célculo para determinar los Sélidos
Suspendidos Totales (SST) y los SSV se hace mediante la siguiente férmula;

Pz _Pl

SST= x10° (B.9)
mL muestra
ssv=— DR g0 (B.10)

mL muesfra
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Los pesos se realizan en gramos, mientras que las unidades obtenidas para los SST y los
SSV estan en mg/L o ppm.

B.1.5. MEDICION DE LA DENSIDAD OPTICA (D.O.)

Una suspension dispersada de microorganismos como un sistema coloidal, presenta un
efecto Tyndall, y la luz absorbida o esparcida como un haz de luz monocromatico pasa a
través de la suspensién que puede ser usada como una medicién relativa del incremento en
la biomasa.

Esta medicién se realiza con la ayuda de un espectrofotémetro del tipo Spectronic 21 D,
con un haz de luz de aproximadamente 16 a 20 mm. La transmitancia T est4 vinculada con
la absorbancia de 1a luz o densidad dptica, por la relacién. DO = log (1/T). La lectura se
realiza en el intervalo visible a una longitud de onda de 610 nm. En caso de que el aparato
no detecte el valor de absorbancia, debe realizarse una dilucién de la muestra.

B.1.6. PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Diferentes tipos de medio han sido usados para el cultivo de bacterias sulfatoreductoras, sin
embargo, ninguno de los medios satisface totalmente a todas las especies (Widdel y Bak,
1991). A continuacién se muestran dos medios que son empleados frecuentemente.

A. Medio API

El medio API (American Petroleum Institute) se emple6 generalmente para que se llevara a
cabo el crecimiento de las cepas originales tomadas de sedimentos del mar. Este medio se
prepara diluyendo los nutrientes presentados es la tabla B.1 en un litro de agua destilada.
Este medio debe esterilizarse después de preparado para poder utilizarlo.

1. Material y reactivos
Material
Cajas de aluminio para peso de reactivos.

Vasos de precipitado de 250, 500, 1000 y 2000 mL.
Matraz aforado de 250, 500, 1000 y 2000 mL.

Equipo
Balanza analitica.

Parrilla agitadora.
Autoclave para esterilizacion
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TABLA B.1. Medio de cultivo API (RP38). (API 1965)

Reactivos Peso por cada litro de agua (g)

Fosfato de potasio dibasico (K,HPO,) 0.01

Sulfato de magnesio (MgSQ,) 0.2

Sulfato ferroso amoniacal (FESO,(NH,).6H,0 0.1

Cloruro de sodio (NaCl) 10.0

Acetato de sodio {CH,COONa) 4.0

Extracto de levadura (Y) 1.0

Acido ascérbico (CH,O,) 0.1

TOTAL 15.41

B. Medio Postgate B

El medio Postgate B contiene lactato el cual sirve como donador de electrones y como
fuente de carbon. La preparacion de este medio requiere ademés de ciertos nutrientes los
cuales se especifican en la tabla B.2. Para evitar la formacién de precipitados, se
recomienda que las sales sean adicionadas sucesivamente durante la agitacién del agua
destilada. Para la utilizacién de este medio en el crecimiento y pruebas de remocién de
sulfatos, debe esterilizarse.

Tabla B.2. Medio de cultivo Postgate B (por cada litro de agua)

Reactivo Peso (g)
Lactato de sodio (CH,CHOHCQONa2) 7.0
Sulfato de calcio (caso4) 1.0
Cloruro de amonio (NH,C1) 1.0
Fosfato de potasio monobasico (KH,PO,) 0.5
Sulfato de magnesio (MgSO, *7H,0) 2.0
Cloruro de sodio (NaCl) 25.0
Extracto de levadura (y) 1.0
TOTAL 37.5

B.1.7. INOCULACION MICROBIOLOGICA

Esta etapa se refiere al transporie de las cepas desde las muestras tomadas de sedimentos
marinos hasta su inoculacién en los medios de cultivo para su crecimiento como el medio API
y Postgate B.

1. Material y equipo

Material
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Cepas bacterianas

Medios de cultivo (AP y Postgate B)
Frascos viales de 150 mL

Tapas de aluminio para viales
Jeringas de insulinade 1, 5y 10 mL

Estufa de incubacién o cuarto de incubacién
Refrigerador o cuarto de refrigeracién
Equipe para inyeccion de vacio

Equipo para inyeccién de nitrogeno
Campana de reflujo de microbiologia

B.1.8. PROCESO DE BIODESULFURACION

En ésta etapa se realizan las pruebas de remocién de azufre como sulfato proveniente del
medio de cultivo, asi como la remocién de azufre como azufre total del combustéleo a nivel
fermentador, tal y como se explica en la metodologia.

1. Material, reactivos y equipo
Material

Termémetro de 150 °C

Tubos de ensaye roscados de capacidad de 30 y 5¢ mL
Gradilla de metal para tubo de ensaye

Papel aluminio y Parafilm

Matraces Erlenmeyer de 250, 500, 1000 y 2000 mL
Vaso de precipitado de 2000 y 4000 mL

Probeta graduada de 50, 100 y 1000 mL

Reactivos

Combustoleo

Acido clorhidrico al 10%
Hidréxido de sodio NaCH 0.1 M
Emulsificante Tween 20

Medio Postgate B

Equipo
Autoclave para esterilizacion
Agitador de propela con motor integrado para mezclado de la emulsion combustéleo-

agua
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Bioreactor

Termostato

Parrilla de calentamiento

Estufa de incubacion

Campana de extraccion de gases generados

Equipo de proteccidn personal para la generacién de gases
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APENDICE C

TABLAS DE RESULTADOS

Tabla C.1. Actividad especifica de las 24 cepasapH 5y 7

éepas Actividad especifica gSO.,/L*DO*h Actividad especifica gSO,/L*DO*h
pHS pH7
dia 5 dia 14 dia 7 dia 14

1 2.77E-03 1.12E-03 8.84E-05 1.04E-04
2 1.93E-03 5.18E-03 3.99E-04 1.63E-04
3 2.37E-03 2.38E-03 1.63E-04 3.36E-05
4 6.48E-03 5.60E-04 1.54E-04 3.26E-05
3 4.72E-03 1.29E-03 7.75E-04 3.46E-04
6 4.58E-03 8.57E-04 2.81E-04 9.32E-05
7 1.82E-03 8.84E-04 5.30E-04 2.20E-04
8 1.73E-03 1.05E-03 6.83E-04 3.08E-04
9 2.12E-03 421E-04 7.35E-04 2.27E-04
10 1.90E-03 9.52E-04 5.53E-04 1.17E-04
11 1.82E-03 1.06E-03 3.37E-04 1.27E-04
12 1.56E-03 8.90E-04 4.67E-04 1.25E-04
13 2.64E-03 1.40E-03 3.47E-04 1.14E-04
14 4.39E-03 9.75E-04 3.47E-04 8.78E-05
15 2.88E-03 8.75E-04 5.38E-04 2.54E-04
16 4.90E-03 1.08E-03 7.65E-04 2.51E-04
17 1.70E-03 7.47E-04 5.16E-04 5.01E-04
18 5.09E-03 1.50E-03 9.20E-04 5.86E-04
19 2.76E-03 3.68E-04 4.79E-04 1.72E-04
20 2.27E-03 9.96E-04 4.18E-04 1.92E-04
21 3.32E-03 1.34E-03 3.06E-04 1.27E-04
22 1.42E.03 6.99E-04 5.59E-04 2.04E-04
23 3.73E-03 1.08E-03 7.26E-04 3.09E-04
24 3.06E-03 9.48E-04 8.23E-04 2.38E-04

Tabla C.2. Crecimiento microbiano y remocion de sulfatos con las cepas seleccionadas

apH8
Cepas Densidad Optica Remocidn de sulfatos (%)

Oh 168 h 336h 504 h 168 h 336 h 504 h

5 0.024 0.052 0.077 0.064 30.2 87.6 88.9

7 0.035 0.053 0.068 0.065 10.1 40.3 11.8

g 0.036 0.06 0.036 0.066 321 344 36.7

15 0.03 0.039 0.044 0.044 54 11.9 52

22 0.033 0.09 0.096 0.089 63.8 75.5 76.7
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Tabla C.3. Crecimiento microbiano y remocion de sulfatos de las cepas seleccionadas
a diferente concentracion de sulfatos

Cepas Densidad Optica Remocién de sulfatos (%)
Oh 168 h 336h 564 h 168 h 336h 504 h
SA 0.06 0.054 0.079 0.017 1.2 2.7 36.8
5B 0.055 0.037 0.011 0.077 6.8 55 17.4
SC 0.025 0.011 0.056 0.011 282 32.7 526
TA 0.073 0.036 0.037 0.029 0.5 13.7 27.5
B 0.073 0.02 0.03 0.035 1.1 16.5 13.0
1C 0.042 0.021 0.026 0.036 345 29.1 44.6
8A 0.072 0.027 0.039 0.092 0.2 3.9 353
8B 0.07 0.011 0.072 0.056 4.0 4.7 0.2
8C 0.023 0.088 0.014 0.079 232 28.3 27.5
15A 0.05 0.038 0.089 0.023 2.7 10.5 31.0
15B 0.075 0.054 0.014 0.022 4.2 20.4 255
15C 0.019 0.016 0.017 0.017 320 335 45.1
22A 0.045 0.067 0.054 0.027 17.1 31.0 249
22B 0.087 0.046 0.044 0.028 17.7 16.3 11.1
22C 0.04 0.033 0.043 0.039 273 304 279
A=4.52 g80,/L B=8.34gS0O,/I. C=16.06gS0,/L

Tabla C.4. Crecimiento microbiano y remocién de sulfatos con las cepas seleccionadas

a45°C

fiCepas Densidad Optica Remocidn de sulfatos (%)
Oh 168 h 336 h 168 h 336h
3 0.019 0.026 0.024 0 0
7 0.028 0.032 0.032 0.7 89.0
8 0.028 0.034 0.079 2.8 91.7
15 0.014 0.027 0.03 2.1 0
22 0.015 0.025 0.026 0 0

Tabla C.5. Remocién de sulfatos y produccion de sulthidrico de la Prueba 2 con la

cepa 22

Tiempo | Remocion de H,S
(h) sulfatos (%) | (g S*/L)
0 0 0
7 0 0.22
24 0 0.16
34 27 0.22
48 10.0 0.45
72 0 0.25
97 0 0
121 0 0
144 0 0
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Tabla C.6. Remocién de sulfatos y produccién de sulfhidrico de 1a Prueba 3 con la

cepa 22

Tiempo Remocion H,S
(h) (%) ®S"L)
0 0 0
24 28 0
48 0 ]
96 0 0.37
120 0 0.29
144 2.5 0.24
168 7.1 0.63
192 10.7 0.76
198 10.7 0.81
216 1.0 0.34
264 4.3 0.14
288 5.2 0.03
294 342 0
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