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RESUMEN

Bremauntz Michavila, Ma. del Pilar. "Biodesulfuracion de petrélec mediante
catalisis enzimatica™'. Tesis de Maestria. Universidad Nacional Auténoma de
México, México D.F. (2000)

La liuvia acida es uno de Ios principales problemas ambientales a los que
se enfrenta la sociedad actuaimente. Este fenémeno se debe a |a presencia de
Oxidos de azufre y nitrogenc en la atmdsfera, los cuales reaccionan con radicales
libres concurrentes en la misma, formando &cidos, que posteriormente son
depositado a través de la lluvia en la superficie de fa tierra. La acidificacion de
suelos, rios, y sistemas lacustres es el principal efecto, alterando la ecologia de
los lugares afectados. También debe considerarse los dafios a los monumentos en
las ciudades. ’

La presencia de azufre en la atmésfera se debe a la combustidon de
hidrocarburos con un alto contenido de azufre. Aun cuando, se han implantado
normas muy estrictas respecto al contenido de azufre en el petrélec v sus
derivados es cada vez mayor. Debido a esto, los procesos clsicos para reducir el
contenido de azufre en los combustibles deben ser cada vez mas eficientes, lo que
los convierte en mas costosos y muchas veces no viables. La busqueda de
procesos alternos para la eliminacion de azufre ha llevado al desarrollo de |a
biodesulfuracion.

Durante la Ultima década se ha buscado microorganismos que sean
capaces de eliminar los compuestos azufrados de los hidrocarburos, Actualmente
se cuenta con algunos microorganismos que prometen ser una fuente de
biocatalizadores para el desarrollo del proceso de biodesulfuracion, como es el
caso del Rhodococcus rhodochrous IGTS8. Sin empbargo, ninguno de los
microorganismos empleados hasta la fecha ha permitido desarrollar un proceso a
escala industrial.

El objetivo de este trabajo fue aislar un microorganismo mexicano que
presentara potencial para iniciar el desarrollo de un biocatalizador. Para ello se
emplec como molécula modelo de los organosulfurados al dibenzotiofeno, Se
lograron oblener dos bacterias, aisladas de la Refineria Francisco |.Madero de
Cd.Madero, Tamps., clasificadas como Kleibsiella oxytaca GC A, denominada
como IMP-BS-4 y Aurechacterium estercarosiqum denominada como IMP-BS-23.
Ambas presentan actividad biodesulfuradora. El aislado IMP-BS-4 produjo como
metabolitos del dibenzotiofeno, el sulféxido y la sulfona de dibenzotiofeno. La
bacteria IMP-BS-23 produjo 2-hidroxibifenila. Estos metabolitos forman parte de la
via metabolica de biodesulfuracion denominada "4S", misma que sigue el
Rhodococcus rhodochrous IGTS8,

Con la cepa IMP-BS-23, las pruebas cinéticas determinaron una velocidad
maxima de remocion del dibenzotiofenc de 0.0276 mg DBT/ml/dia. Igualmente se
hicieron pruebas con extractos celulares que permiten suponer que la aclividad
persiste a pesar del rompimiento celular.



L. INTRODUCCION

La industria petrolera obtiene una gran cantidad de productos
potencialmente contaminantes dentro de los cuales se encuentran compuestos
organosulfurados, los cuales son los promotores de la lluvia acida.

Los procesos clasicos de eliminacion de azufre (hidrodesulfuracién, HDS),
disminuyen notablemente el azufre contenido en los hidrocarburos, sin embargo
para poder alcanzar la normatividad ambiental en cuanto al contenido de azufre
en diferenles fracciones del petrdleo, los procesos actuales deben ser sometidos
& mejoras técnicas que hacen que su costo se incremente notablemente, lo que
los hace poco viable y por tanto se abre el nicho de oportunidad para procesos
alternos.

Desde inicios del siglo XX se ha explorado la posibilidad de emplear la
biotecnologia como una de las herramientas para desarrollar un proceso que
elimine el azufre en hidrocarburos, el cual ha sido denominado Biodesulfuracion,
sin embargo a la fecha no se cuenta con un proceso a escala industrial.

En los dltimos afios se han aislado gran cantidad de microorganismos que
han mostrado tener la capacidad de romper enlaces carbén-azufre (1) a través de
diferentes vias metabdlicas, siendo el Rhococcecus rhodochrous |IGTS8 el mas
estudiado y el que hasta el momento ha presentado resultados prometedores en
cuanto a la remocion de azufre de moléculas modelo e incluso de fracciones de
petroleo, de hecho a la fecha existen algunos procesos a escala piloto que han
sido financiados por companias petroleras importantes de los Estados Unidos de
Norteamérica.

La busqueda de microorganismos como fuente de biocatalizadores de |a
biodesulfuracién de petréleo y sus derivados es el punto de partida para el
desarrollo de un proceso que podria ayudar a la industria petrolera a alcanzar los
parametros ambientales que estan siendo requeridos en el ambito internacicnal.

En el escenaric nacional, el problema del azufre en el petréleo v sus
derivados es prioritaric, ya que los pelrdleos autoctonos tienen un contenido de
azufre mucho mas alto que los de otros paises, por 1o que los procesos de
eliminacion de azufre deben ser adn mas eficientes y por tanto mas costosos, De
ahi que en este trabajo se busque obtener microorganismos autéctonos, no
patentados que permitan ¢l desarrollo de un biocatalizador mexicano.



il OBJETIVOS.

Aislar y caracterizar cepas microbianas y sus extractos celulares que sean

capaces de modificar los compuestos organosulfurados presentes en el petréieo
en términos de reduccion de azufre.

Los objetivos particulares son:

1.

Aislar microorganismos de suelos y aguas contaminadas con hidrocarburos o
residuos petroliferos, y oblener cultivos enriquecidos con actividad
biodesulfuradora frente a DBT.

Seleccionar cepas con alto potencial biodesulfurador.

Caracterizar los productos y/o intermediarios metabdlicos de la degradacion
de dibenzotiofeno.

Determinar la actividad biodesulfuradora de extractos celulares, de la cepa
seleccionada.

Para lograr dichos objetivos se propuso la siguiente estrategia experimentatl:

. Aislamiento de microorganismos capaces de utilizar el DBT como Gnica fuente

de azufre.
Enriquecimiento de las cepas, para lograr obtener biomasa.
Seleccionar la concentracion de DBT 6ptima para evaluar la actividad.

Determinar la cinética de biotransfomacién y los productos metabdlicos de la
cepa(s) seleccionadas.

Preparar extractos celulares y determinar de su actividad biodesulfuradora.



ll. ANTECEDENTES

Il.1 El problema del azufre

Uno de los fendmenos mas difundidos que ocurren por las emisiones a la
atmasfera durante la combustidn de compuestos petroliferos es el conocido como
precipitacion &cida. Los dxidos de azufre y nitrégeno producidos durante la
combustion son transformados en la atmésfera para producir cidos. Asi, la
acidez media de las precipitaciones sobre todo el hemisferio va en continuo
aumento (1,2).

El mecanismo de las transformaciones de los éxidos de azufre no se
conoce tan bien como el de los dxidos de nitrégeno; sin embargo se sabe una
parte de dioxido de azufre (SO,), se convierte en &cido sulfdrico, con la
intervencion de los radicales libre producidos par mecanismos fotoquimicas:

SO, +*0H —» HSO,
HSO3 +*0H —> H,S50,
302 + HO» — 303

En otros casos, la oxidacién ocurre directamente en las gotitas de liquido, y
es favorecida por los dxidos metalicos (de magnesio, hierro y vanadio) que emiten
las fuentes fijas. Un ejemplo de las reacciones en cadena que ocurren son las
siguientes:

S0; +V,04 — 50, + 2V0,
SOs + H,0 —p H,SO,
2V02 + Oz —Pp Vzos

Puesto que el pentdxido de vanadio que se forma en la reaccidn puede
volver a ser utilizado en la primera reaccién, el resultado neto final es que el
tridxido de azufre se convierte en acido sulflrico {4).

La acidez de las precipitaciones es hoy en dia entre 5 y 40 veces mas
fuerte que las caracteristicas en una Huvia no contaminada, y estos valores
pueden aumentar durante temporales, ya que las descargas eléclricas favorecen
los fendmenos de oxidacidn (2).

Los efectos de las precipitaciones &cidas son multiples y afeclan a la
vegetacion, a los sistemas hidraulicos, las obras murales y a la salud. En



aquellos suelos deficientes en sustancias calcareas, la acidez de las
precipitaciones provoca modificaciones en el intercambio de elementos quimicos
entre plantas y suelo. A consecuencia de ello se tienen perdidas de calcio, sodio,
magnesio y ademas ocurre una alteracion de los procesos microbiologicos gue
intervienen en la fijacion de nitrégeno. En ios rios, lagos y mares, provoca el
abatimiento del pH original, causando dafios en el desarrollo embrionario de
algunas especies e incluso la desaparicién de las mismas. En cuanto a
monumentos de marmol, son atacados provocando la dilucién de los mismos, y en
otro tipo de materiales como el cobre, causa una grave oxidacion {1,2).

Todos los efectos de las emisiones de 6xido de azufre a la atmésfera han
provocado que la normatividad internacional fije nuevos limites de azufre total
para los combustible fosiles. Asi, para este afio 2000 los limites deberan alcanzar
50-100ppm y para el afc 2010 se proponen valores limites de 30 ppm,
dependiendo del combustible (3). Esta normatividad se hace adn mas dificil de
alcanzar considerando que las reservas de crudes ligeros, bajos en azufre son
cada vez més escasas y como promedio podriamos decir gue los crudos que
seran empleados para el afio 2010 contienen 40% mas de azufre que los que se
emplean actualmente en la industria petrolera mundial {4,5).

Este nuevo escenario hace necesaria la implementacion de tecnologias
mas eficientes para la remocién de azufre de combustibles fdsiles ya que la
tecnologia clasica tal cual existe ahora no puede cumplir con dichas
especificaciones. Dentro de las alternativas para estas nuevas tecnologias se
podria pensar en:

- Desarrollar nuevos catalizadores y condiciones de operacion para el proceso
clasico de hidrodesulfuracién.

- Desarrollar nuevas tecnologias para la eliminacién de compuestos azufrados
dentro de las cuales se encontraria la biodesulfuracién.

lll.2 Caracteristicas quimicas del petréleo.

La generacién del petréleo esta asociada con la deposicién de detritos
organicos en rocas sedimentarias que aparecieron en el mar, lugares cercanos e
incluso en ambientes no marinos.

Se cree que el petroleo surgid del decaimiento de restos animales y
vegetales que fueron incorporados a sedimentos en el momento de la deposicidn.
Sin embargo los detalles de las transformaciones y mecanismos mediante los
cuales el petréleo sali6 de los sedimentos y se acumulé en las rocas reservorias
aun no se esclarece.



La importancia de diferentes formas de vida en la produccion de la
hidrosfera a través de las eras geoldgicas se ha demostrado, sin embargo es
dificil determinar y cuantificar la relacién entre los fésiles y su productividad
orgénica, por tanto su contribucién a fa formacion del petroleo.

En cuanto a los compuestos que forman el petréleo, fueron generados por
la diseminacion de materia organica en los lechos. De hecho la primera
apariencia del petréleo es en forma dispersa. Los procesos de migracion primaria
y secundaria que dieron ocrigen a la acumulacion de! petrdleo deben estar
acomparados de los mecanismos que concentraron los compuestos dispersos del
petréleo.

No se puede conocer mucho acerca de los compuestos que dieron origen
al petréleo a partir de la composicion del mismo, tal cual lo conocemos ahora, sin
embargo de las transformaciones bioldgicas de porfirinas, 4cidos grasos,
glicéridos, carbohidratos, proteinas, lignina y esteroides pueden haber dado
origen a la cantidad de compuestos originales que se encontraban en diferentes
zonas de latierray en consecuencia a los diferentes tipos de petréleo.(6)

Una de las caracteristicas en cuanto a la composicién quimica de los
diferentes tipos de petrdleo, que es prioritaria para determinar el costo del mismo,
es el contenido de azufre total. Se encuentran petréleos crudos con variaciones
de 0.1 — 8 % de azufre total. Algunos de los valores de % de azufre para crudos
comerciales se muestran en la tabla 1 (7).

Tabla 1
Contenido de azufre en crudos comerciales.
Pais % azufre
Arabia Saudita 1.7-29
Irén 1.4-286
México 1.5-6.0
Venezuela 2.0-54
Mar del Norte 0.1-0.4
W. Texas Sur 1.9

En cuanto al dato del petréleo mexicano es importante aclarar que existen
18 clases de crudo diferentes en nuestro pais (tabla 2) y que de hecho los que se
refinan localmente son los mas pesados, mientras los mas ligeros son destinados
a la exportacion. Es importante aclarar que los crudos mas pesados generaimente
tienen un contenido mayor de moléculas azufradas complejas.



Tabla 2
Tipos de Petrdleos crudos que se extraen en México y sus principales

propiedades (8).
Tipo de crudo Grado API (gravedad Azufre (%hpeso,
minima) maximo)
Ligero 32-38 1.6
Pesado maya 22-23 3.6
Olmeca 38 0.9
Naranjo 27 3.0
Alamo 13 3.2
Muro 14 4.4
Horcén 12 3.4
Marino F.Oro 28 3.0
Pozoleo 28 2.0
Antares 23 3.0
Cuenca Papaloapan 40.4 2.0
No ceroso 21.9 2.0
Terciario, La Venta 32 2.0
ltsmo 33 2.0
Maya 21.6 36
Arenque 34 2.0
Altamira 17 6.0
Panuco 11 6.0

Grado AP!: es una medida de la gravedad especifica que va desde 45.3 para crudos ligeros y 10
para los mas pesados :

El conocimiento del contenido de azufre total no es suficiente para poder
establecer tecnologia para reducirlo. Es necesario conocer las estructuras
sulfuradas que estan conformando el petréleo.

El heterodtomo mas abundante en el petrdleo es el azufre. La forma en que
el azufre se encuentra enlazado a los hidrocarburos da origen a diversas famitias
de compuestos organosulfurados y practicamente se pueden encontrar en
cualquiera de las estructuras conocidas de los hidrocarburos del petréleo. De esta
forma su distribucién es amplia en todo el intervalo de ebullicion del crudo. Sin
embargo, existen fracciones de destilados intermedios ( entre los 250°C y 350°C)



donde predominan ciertas estructuras modelo de organosulfurados, como el
dibenzotiofenc (DBT) (9,10).

Las especies organosulfuradas presentes en el crudo se pueden clasificar
en seis grandes familias de acuerdo a la forma en la que se encuentra unido el
atomo de azufre con la cadena hidrocarbonada. En la tabla 3 se presentan las
estructuras madelo y la clasificacion de las diversas familias de organosulfurados.

Tabla 3
Estructura modelo de diversas familias de organosulfurados

Eapecie Modplo Familla
CH,- CH,- CH,- 8H Mercaptancs
propanotiol
CH,- CH,- 8 - CH,- CH, Sulfuros
diatli sullurc
CH,- 6 - & - CH,- CH, Disulluros
CH,
O | Tintenos
o) N
8 3

benzotiotenn maill liclene

L]
" Bultéaldo y
CH,-8 - CH, Acldo Bulfbnicos
ditmetll sultéxido
C Mixto mis de 2
. b hetarsdtoman.

EBPECIEY MODELO QUE SE PRESENTAN EN DISTINTAS FRACCIONES DE
PETROLED GAUDS ¥ 83U CLASIACACION EK FAMILIAS DE ACUERDO A 50
GRUPO FUNCIONAL

‘Indudablemente cuando se presenta un incremento en las temperaturas
finales de ebullicion (TFE) de la fraccidn destilada del crudo, la complejidad de los



constituyentes alquil o arilo es mayor. Esto significa que en fracciones ligeras
(con TFE menores a 200°C) se han detectado especies como mercaptanos, ciclo
alquil sulfures, alquil-aril sulfuros y alquil-tiofenos de 4 a 10 atomos de carbon. En
la fraccion obtenida en los intervalos de 200-540°C se reconocen especies como
disuifuros, tiofenos de dos hasta seis anillos aromaticos condensados, aunque
predominan en abundancia los alquilbenzotiofenos y naftotiofenos de CiHyS a
C22HaaS (10,11),

En la tabla 4 se muestra la distribucidn de sulfuros en fracciones de
destilados de crudo maya (12,13)

El proceso para disminuir el azufre depende del tipo de compuesto
arganosulfurado presente en el hidrocarburo. Las tecnologias actuales de
hidrodesulfuracién no son muy eficientes para la eliminacion de azufre en
compuestos aromaticos como es el caso de los tiofenos sustituidos, sin embargo
al emplearlo condicicnes muy severas de temperatura y presion la
hidrodesuifuracién de destilados intermedios ha permitido, hasta el momento
cumplir con los limites de la normatividad, sin embargo se presentan dificultades
para disminuir alin mas el contenido de azufre.

Tabla 4
Distribucion de organosulfuros en la fraccidn de petréleo entre 250 ‘Cy
350'C, que corresponde al diesel.

Isémeros’ Muestra (%peso)’

metil-benzotiofeno 0.07
C:-benzotiofeno 0.28
Ci-benzotiofeno 2.46
Cbenzotiofeno 2.05
Cs-benzotiofeno 19.54
Cs-benzotiofeno 1.29

C7-C4-benzotiofenos no cuantificados
dibenzotiofeno 40.80
metil-dibenzotiofeno 16.66
C:dibenzotiofeno 3.99
Cy-dibenzotiofeno 1.74
Ca-dibenzoticfeno 7.05
Cs-dibenzotiofeno 3.19

Ce-Cp-dibenzotiofeno no cunatificados

a:Concentracion relativa al % en peso de organosulfuros en la fraccién

estudiada.
b: Cada nombre agrupa a los isémeros del mismo peso molecular.



lI.3 Hidrodesulfuracién (HDS).

La hidrodesulfuracién es uno de los procesos de hidrogenacién que ocurre
en la refinacion del petréleo, de hecho el uso de hidrégeno en procesos térmicos
es uno de los grandes avances tecnolégicos de la refinacién (8).

El proceso clasico de eliminacion de azufre es conocido como
hidrodesulfuracion, se emplea en todas las refinerias del mundo desde los afios
70’s y consiste basicamente en el tratamiento con hidrégeno en presencia de un
catalizador (cobalto-molibdeno/aldimina) aplicando presiones de hasta 54
atmosferas y temperaturas que alcanzan los 400°C, obteniéndose acido
sulfhidrico, que posteriormente a través del proceso catalitico Clauss, produce el
azufre en su estado elemental (6). La definicion de los parametros tales como el
tiempo de residencia, la presién y temperatura se definen de acuerdo al tipo de
compuestos organosuifurados que se desean remover asi como del combustible a
tratar y la normatividad que debe cumplir el mismo.

Para poder alcanzar los valores que dicta la normatividad actual, el
proceso clasico requiere de condiciones aln mas severas. Al elevar ain mas la
temperatura, presion y buscar nuevos catalizadores, los costos se incrementan
notablemente de hecho si el proceso busca disminuir el contenido de azufre por
debajo de la 100ppm, el costo se eleva exponencialmente, hasta el punto de
convertirse en un proceso no viable que requiere de alternativas.

Como se definid anteriormente el conocimiento de los compuestos
azufrados que conforman el azufre total es uno de ltos factores mas importante
para poder eliminar el contenido de azufre en el petroleo y derivados

En los Estados Unidos los expertos en la industria de la refinacién esperan’
que la inversion en una refineria para aumentar y mejorar la capacidad para
remaver el azufre rebase los 30,000 miliardos de Dolares EUA para este afo
2000 (5,15).

Existen varias alternativas convencionales para utilizar procesos que
disminuyan el contenido de contaminantes azufrados. La primera de ellas es
obtener petréleo crudo con bajo contenido de azufre. La segunda consiste en el
uso de nuevos catalizadores y condiciones de operacion mds severas de
hidrodesulfuracién. Una tercera opcién consiste en desarroilar nuevas tecnologias
para la eliminacién de compuestos azufrados en hidrocarburos. Dentro de estas
altimas alternativas se encuentra el proceso de biodesulfuracién. Fn cuanto a la
transformacion de estas especies para remover el azufre de los hidrocarburos, se
ha demostrado que la hidrodesulfuracion catalitica es mas efectiva frente a
especies organosulfuradas con el atomo de azufre fuera de una estructura



aromatica como seria el caso de mercaptanos disulfuros etc., siendo
recalcitrantes a este proceso las estructuras tiofénicas(10). Lo cual representa en
el proceso de la refinacién que cuanto mds pesada sea la fraccién destilada
mayores problemas se tendran para eliminar el contenido de azufre en la misma

ill.4 Biodesulfuracién (BDS)

El azufre es un elemento esencial para la vida, ya sea como componente
de aminoacidos, conformando coenzimas y como puente estructural de algunas
proteinas. Igualmente para algunos organismos, el azufre actia como donador y
aceptor de electrones en reacciones de produccién de energia. Los microbidlogos
han tratado desde hace tiempo de explotar los procesos enzimaticos involucrados
en el metabolismo de azufre, para encontrar una alternativa viable
econdrnicamente, aplicable a la desulfuracion del petréleo (14).

Existe evidencia que desde 1930 Maliyants, describid un sistema
reduclivo/anaerobio empleando Spirilum aestuarri que convertia azufre organico-
en acido sulfhidrico, y un sistema oxidativo/aerébico, empleando bacterias
tioacidicas, que convertian el azufre orgénico en acido sulfdrico (15,16). La
distincién entre sistemas oxidativos y reductivos es una forma clara de dividir los
horizontes de la biodesulfuracién (BDS), la cual se puede definir como la
transformacion de moleculas organosulfuradas mediante la accion de un agente
biolégico.

En muches de los sistemas de biodesulfuracion, los microorganismos
funcionan degradando las moléculas organosulfuradas a productos solubles en
agua, los cuales pueden ser asi facilmente separados del petréleoc. Como
resultado de estos sistemas existe un gran numero de reportes en los Ultimos 20
afos que presentan sistemas de biodesulfuracién frente a moléculas
organosulfuradas modelo, sin embargo han mostrado tener limitaciones tales
como una baja actividad biodesulfuradora, problemas en la estabilidad de la
actividad de las cepas, requerimientos de formulacion de medios de cultivo muy
costosos y perdida de actividad frente a la existencia de otros sustratos
organosulfurados o fuentes de carbdn ricos, entre otros (14).

El nicho mas importante de la BDS es desarrollar tecnologias en las que el
microorganismo y sus enzimas catalicen una reaccion especifica donde el azufre
sea liberado y el hidrocarburo permanezca intacto. Esta tecnologia seria analoga
al proceso convencional de HDS. El problema con los sistemas bioldgicos es que
tienden a ser mas lentos que un sistema catalitico, para el primer caso hablamos
de horas e incluso dias y para el segin hablamos de minutos o segundos y en
muchos casos el proceso de separacién del biocatalizador resulta complicado ya



Que generalmente se encuentra difundido en el lecho de la reaccién y en el
segundo son pellets,

En el proceso de Refinacion del petroleo, existen varios puntos donde se
podria aplicar la BDS, estos se muestran en la Figura 1. La BDS podria acoplarse
a la HDS o para tratar fracciones de petrélec que actualmente no son
desulfuradas como seria el petrélec crudo antes de entrar a ser refinado y cortes
de destilacion muy pesados. La ventaja de la BDS sobre la HDS se debe a las
bajas temperaturas, presiones de operacion y el hecho de que en general los
biocatalizadores no son sensibles a la presencia de metales pesados, que existen
en el crudo y fracciones muy pesadas.
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En cuanto a los tipos de biocatalizadores posibles, como se menciond
anteriormante son de dos tipos oxidativos o reductivos, dando lugar a la BDS
oxidativa o a la BDS reductiva.

ill.5 Biodesulfuracién reductiva.

Conceptualmente esta via podria ser la mas atractiva, ya que el producto
azufrado que se obtiene es acido sulfhidrico, el cual se remueve faciimente del
seno de la reaccion y es el mismo producto que en la HDS, por lo que se podrian
juntar corrientes con el gas existente en las refinerias, finalmente, requiere de
hidrogeno que es un suministro existente en la infraestructura de las refinerias.
Por otro lado, la ausencia de oxigeno en el proceso de BDS limitaria la oxidacion
no deseada de hidrocarburos ya que ésta produce acidificacién incluso y
produccion de gomas que dificultan los procesos posteriores(14).

Las bacterias sulfatocreductoras han sido las mas empleadas para la BDS
reductiva de compuestos organcsulfurados, ya que tienen la capacidad de
obtener energia reduciendo sulfatos a acido sulfhidrico. La reduccidén de
organosulfuros no es muy comun pero se ha comprobado que ocurre (17,18).

ZoBel! (1953) fue el primero en describir la remocion de azufre organico del
petréleo, por medio de una reduccion disimilatoria de azufre. El proceso lo
describi6, haciendo reaccionar petréleo con hidrégeno en presencia de uno o més
microorganismos o enzimas aisladas, capaces de activar el hidrégeno, tal como la
reduccion y remocion de azufre ocurre (19). )

La principal enzima requerida para la activacién del hidrogeno fue la
hidrogenasa, que permitia a las bacterias sulfato-reductoras usar el hidrégeno
como fuente de electrones. La bacteria Desulfovibrio desulfuricans fue el
microorganismo mas adecuado debido a su notable actividad hidrogenasa (19).
Desdichadamente, las evidencias que soportan la eficiencia de este proceso no
fueron muchas. Posleriormente la relacion entre hidrogenasa y la aclividad
biodesuifuradora fue comprobada por otros autores (18, 20).

La capacidad de las bacterias sulfatoreductoras de eliminar azufre de
compuestos organicos fue reportada por Kohler (20), que trabajando con
Desulfovibrio e hidrogeno como reductor, demostrd la produccion de &cido
sulfhidrico, empleando como molécula modelo disulfuro y dibenzotiofeno {DBT).
Los productos de la desulfuracion fueron tolueno, bencilmercaptanos y acido
sulfhidrico. Sin embargo dicho microorganismo no presentd actividad frente a
otros organosulfurados como el butilsuifuro y el tiantreno.

Miller ef a/ (21) emplearon lactato en vez de hidrégeno, como donador de
electrones y cultivos mixtos de sulfatoreductoras, logrando desulfurar los dibencil-



sulfuros, obteniendo tolueno y &cido sulfhidrico. Sin embargo Kohler (20) mostrd
que en este sistema el dibenzotiofeno (DBT), la sulfona del DBT y la fenilsulfona
no eran atacados,

El grupo de Lizama {22), encontré crecimiento de sulfatoreductoras en
DBT, empledndolo como unica fuente de azufre y aceptor de electrones. Usaron
hidrégeno, lactato y &cido butirico como donadores de electrones y sugirieron que
la reduccion de DBT a &cido sulfhidrico debe ser una via comdn para todas las
bacterias sulfatoreductoras.

Kim et al. (23), desarrollaron un proceso bioelectroquimico para liberar
electrones mediante una celda electrolitica y usando Desulfovibrio desulffuricans
M6. La reaccion se realiza en ef calodo al entrar en contacte con una mezcla de
substratos sulfurados, el microorganismo y metil-violageno como mediador de
electrones. Los estudios que realizaron con DBT demostraron la produccion de
bifenilo y acido sulfhidirco, mientras que estudios con petréleo crudo y diesel
resultaron en la reduccién de azufre total en un 20%, en 5 dias de incubacion.

Aparentemente la via reductiva era exclusiva de bacterias
sulfatoreductoras, pero Finnerty (24), reportd dicha via trabajando con una
bacteria aerébica gram (+}, designada FE-9. En medio no acuoso empled la FE-9
con DBT en 100% de dimetilformamida en atmdsfera de hidrégeno y reportd la
conversion de DBT bifenilo y &cido sulfhidrico. Sin embargo estos trabajos no han
padido ser reproducidos,

Ninguno de los trabajos anteriores ha sido escalado aun a nivel piloto y al
parecer las condiciones de anaerobiosis y en tiempos de residencia del sistema
no resultan atractivos para la industria petrolera.

{1.6 Biodesulfuracién oxidativa

La BDS oxidativa se puede dividir en asimilatoria y disimilatoria. Los
productos para estos sistemas son compuestos oxidados tales como sulfatos que
generalmente son solubles en agua.

La oxidacion disimilatoria de azufre ocurre cuando el compuesto azufrado
se usa como donador de electrones en reacciones que producen energia. La
oxidacion asimilatoria es para cbtener el azufre para biosintesis de campuestos
organo-sulfurados. En estos sistemas generalmente el azufre no es oxidado ¢ lo
es indirectamente al oxidar el hidrocarburo, el producto de este metabolismo es Ia



produccion de biomasa, productos parcialmente oxidados y/o la completa.
mineralizacion de los compuestos a bioxido de carbono y sulfato (14).

La BDS oxidativa disimilatoria esta asociada a bacterias sulfatooxidativas,
que se pueden encontrar en los efluentes acidos de minas (Thiobacillus) o en
aguas termales (Suffolobus). Investigadores como Kirshenbam (25), Kargi and
Robinson (26, 27) han trabajado en la BDS de petrdleo empleando dichos
microorganismos, sin embargo consideraron que tenian actividad Gnicamente al
observar el aumento en ia concentracion de sulfatos en el medio, sin identificar el
producto carbonado. La falta de soporte analitico en estas pruebas no permitié
asegurar que el azufre haya sido removido de los compuestos organosulfurados.
Igualmente se ha trabajado con bacterias termofilicas Suffolobus, pero el soporte
analitico, basado en el aumento de sulfatos, no es lo suficientemente sélido para
aseverar la actividad biodesulfuradora.

En cuanto a la BDS oxidativa no especifica, los sistemas que la presentan
han sido ampliamente estudiados. Strawinski (28, 29) describié ias propiedades
de algunos microorganismos que degradaban los compuestos organosulfurados e
indiscriminadamente degradan hidrocarburos. Empleé petréleo como Unica fuente
de azufre en presencia de una gran diversidad de fuentes de carbono tales como
glucosa. Sin embargo la mineralizacién de compuestos organosulfurados es un
evidente problema. '

Posteriormente, Kodama et af (1, 30, 31}, Monticello et af (32, 33), Malik y
Clause (34, 35), Yen y Gunsalus (36), estudiaron la via de degradacion de DBT
en _Pseudomanas, Rhizobium y Acinetobacter. Finalmente se concluyd que en la
via de degradacion de DBT, este se oxidaba mediante el ataque del hidrocarburg,
de una manera semejante a la degradacién de naftaleno. Se han realizado varias
pruebas empleando microorganismos que no ataquen al hidrocarburo en su
estructura carbonada ya sea que estos contenga o no azufre y si a los enlaces
carbon-azufre, mediante esta via, sin embargo ninguno de estos procesos es
econdmicamente viable, ya que el costo de produccién del biocatalizador, el
tiempo de residencia en el reactor y el tiempo de vida media del biocatalizador
son grandes limitantes (14),

La BDS oxidativa de azufre puede remover azufre de los compuestos
organosulfurados sin degradacién del hidrocarburo. Ibister and Koblylinski en
1985 (37), fueron los primeros que presentaron evidencias anaiiticas de la via
oxidativa sefectiva de azufre; mientras aislaban microorganismos que pudieran
remover azufre del carbon, encontraron un microorganisme que despues de un
tratamiento mutagénico, adquiria una alta actividad para oxidar DBT, creciéndolo
en benzoato como fuente de carbén,

El microorganismo se identificé como Gram (-), del género Pseudomonas y
se designd CB1. La oxidacién del DBT por CB1 producia 2-2° hidroxibifenilo y



sulfatos, CB1 aparentemente se perdid pero dio origen a la via metabélica “4s” | la
cual tomo dicho nombre debido a los cuatro intermediarios de la oxidacién del
DBT que involucran sulféxido, sulfona, sulfonato y sulfato (38).

A partir del descubrimiento de la via “45” se inicio la busqueda de
microorganismos que pudieran realizarla, Kilbane et af (39), lograron aislar una
cepa de Rhodococcus rhodocrhous designada IGTS8 que desarrollaba la via “4s”
de forma estable, produciendo 2-hidroxobifenilo y sulfatos, sugiriendo una
modificacion a la via que desarrollaba CB1. Una gran variedad de compuestos
organosulfurados también servian como sustratos de desulfuracién, tiantreno,
fenilsulfoxido, tritiano y bencildisulfuro, entre otros.

En 1991 el Institute of Gas Technology otorgd la licencia exclusiva a través
de patentes (39,40) para proteger IGTSS a la compariia estadounidense Energy
Biosystems. Co., que cuenta actualmente con un programa de desarrolio
comercial de la Biodesulfuracion.

En la figura 2 se resumen las diferentes vias metabdlicas que se sugieren
para la biodesulfuracion de DBT.



Figura 2.
Vias metabolicas propuestas para la biodegradacion de dibenzotiofeno.
1. via "48", 2: Via destructiva y 3 Via de mineralizacion.



W.7 Rhodococcus rhodochrous IGTSS8

‘Rhodococcus rhodochrous IGTSS, es el organismo con mayor actividad
biodesulfuradora que se ha reportado a la fecha, habiendo alcanzado 80% wiw de
eliminacién de DBT en medios sintéticos y 40% w/w de reduccién de azufre total
en fracciones de petréleo tales como diesel (39-49). Presenta ias siguientes
caracteristicas

a) Actinomiceto aerdbico, gram positivo, perteneciente a la familia Nocardiae.

b) No produce esporas.

c) Pleomorfo, después de la formacion de micelio primario se fractura en bacilos
y COCOS.

d) Coloracion de amarillo crema a salmon.

) Quimiotipo de pared celular tipo IV

f) Contenido de G+C 59-60%

g) Elcrecimiento y estabilidad del micelio y su fragmentacion se ve regulada por
la composicion del medio, temperatura de incubacidn vy factores fisicos.

h) La pared celular esta constituida de acido diaminopimélico, teniendo acido
tuberculoestearico.

i) Catalasa positivo y oxidasa negativo.

Fue aislado de fuentes naturales tales como lodos contaminados con
hidrocarburos, aguas residuales de refinerias y suelos contaminados con petroleo
crudo. (44).

Inicialmente lo aislaron con la cualidad de ser un microerganismo
biodegradador de hidrocarburos, posteriormente lo mantuvieron en cultivo bajo
condiciones continuas de restriccion de azufre y en presencia de DBT, este
cultivo fue expuesto a 1-metil-3-nitro-1-nitrosoguanidina o luz UV, provacando una
mutacion que confirid al microorganismo mayor actividad biodesulfuradora de
DBT, através de la via "4s” (40,41).

La actividad biodesulfuradora es intracelular {45-47), a través de un complejo
multienzimatico, dependiente de oxigeno.

Se han realizado estudios para el aislamiento de los genes y enzimas
responsables de la BDS. Los genes han sido secuenciados y clonados
permitiendo caracterizar las enzimas participantes: la primera DBTmonooxidasa,
ta segunda DBTmonoxigenasa y la Gltima una aril-sulfonasa, que actia como una
C-S ligasa. Las dos primeras requieren de Flavin-mononucledtido (FMN) reducido
para ser activas. Los genes que codifican las dos primeras han sido clonados en
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diferentes bacterias tanto Gram (+) y Gram (-). En la figura 3 se muestra la via
metabdlica "45" sefalando las enzimas implicadas.
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Figura 3.
Via metabdlica de BDS como la realiza el Rhodococcus rhodochrous con las
enzimas que han sido identificadas.



La via metabdlica se encuentra codificada en plasmido en el cual tres genes
son responsables soxABC arreglados en un operén que ocupa una regién de 4kb.
La proteina SoxC de 45Kda ha sido secuenciada y tiene ciertas semejanzas a los
miembros de la familia acetil CoA deshidrogenasa y se ha caracterizado que
Participa en la primera oxidacién del DBT a DBT sulfona (48), esta enzima ha sido
denominada sulfuro/sulféxido moncoxigenasa, la cual se enlaza con FMN y lo
reduce, se ha demostrado que es la responsable de la tranformacion del DBT a
DBTsulfoxido y subsecuentemente a sulfona.

Se cree que SoxA (proteina de 50Kda) y SoxB (proteina de 40Kda) actaan en
la transformacién del DBT-suffona al 2-hidroxibifenilo y sulfato (48, 49). La
pregunta de que si este paso es directo o a través de la formaciéon de un
intermediario, 2-hidroxibifenil-2-sulfonato, no esta resulta atn (48-50),

Se ha encontrado que existe represién de la via por metionina, cistina, casa-
aminoacido y sulfato, pero no por DBT o dimetil-sulféxido. Después de clonar sox
A en el gen lacZ de E.cofi, se encontré que en esta regién esta el promotor y al
menos tres regiones regulatorias. igualmente se encontré que la transcripcion se
reprime por sulfato y cisteina. Finalmente parece ser que la actividad de los,
genes desulfuradores no estd controlada solo por la expresion de los mismos,
sino por otros factores ain no determinados (51 )

' lil.8 Biodesulfuracién enzimatica.

La desulfuracion empleando como catalizadores microorganismos presenta
ciertas desventajas, entre ellas que requiere una fase acuosa que contenga el
microorganismo, lo cual implica que la BDS se realiza en reactores bifasicos y
posteriormente se tendria que plantear un sistema de separacién relativamente
complejo. Es cierto que la fase acuosa puede ser reducida a un minimo, sin
embargo debe existir, lo cual provoca ademas problemas de transferencia de
masa al tener el sustrato insoluble en la fase acuosa o ei microorganismo
insoluble en la fase organica.

Parte de estos problemas se podria resolver si se emplearan las enzimas y no
el microorganismo completo.

Se ha demostrado que las enzimas pueden llevar a cabo reacciones
biocataliticas en solventes organicos, de hecho en algunos casos su
termoestabilidad y actividad son mayores. Este hecho favoreceria la transferencia
de masa (52).

Ei medio de la reaccion seria el solvente mismo. Se pueden presentar tres
efectos del solvente organico sobre el biocatalizador:
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- El solvente causa inhibicion o inactivacion por interactuar directamente con
la enzima.

- El'solvente puede interactuar en la difusién del sustrato y el producto.

- El soivente puede interactuar con el agua en ia vecindad de las enzimas.

Estos tres factores pueden ser controlados, si el solvente es hidrofébico,
€aso gue ocurre con los hidrocarburos.

Existen algunas enzimas que son capaces de oxidar tiofenos y compuestos
organosulfurados en solventes organicos, algunas de ellas son: ’

- Citocromo Pys (53)

- Lignina peroxidasa (54).

- Lactoperoxidasa (55).

- Cloroperoxidas (56).

- Horseradish peroxidasa (53).
- Citrocromo C (57)

- Hemoglobina (58).

Todas ellas tienen en comin que son hemoproteinas, cuyos productos de
oxidacion son los respectivos sulfoxidos.

En el caso especifico de la peroxidasa se han realizado estudios para
oxidar compuestos organosulfurados contenidos en el diesel primario
mexicang, los resultados han mostrado que existen la BDS de organosulfuros
pesados a través de biocatalisis enzimatica (59).

El campo de la biocatalisis enzimatica se presenta como una solucién muy
atractiva para biodesulfurar derivados del petrdleo, por lo que este trabajo se
realizd para establecer las bases para desarrollar un sistema biocatalitico
enzimatico, partiendo desde el aislamiento de microorganismos
biodesulfuradores mexicanos, adaptados a las altas concentraciones de azufre
que contienen los crudos nacionales y llegando hasta la caracterizacion de la
actividad de extractos celulares,
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IV MATERIALES Y METODOS

El trabajo realizado para esta tesis se dividio en:
Aislamiento de microorganismos.
Evaluacion de la actividad biodesulfuradora.
Caracterizacién de la actividad biodesulfuradora.
Determinacién de actividad biodesulfuradora de extractos celulares.

AWM -

De acuerdo a las actividades realizadas los materiales y métodos empleados
fueron los siguientes :

IV.1 Aislamientc y enriquecimiento de microorganismos.

Con el objetivo de encontrar microorganismos que estuviesen adaptados a
altas concentraciones de azufre y existieran mayores posibilidades de encontrar
biodesulfuradores, de las seis refinerias que existen en el pais se decidié hacer
un muestreo en la que procesa petréleo con mayor contenido de azufre: la
Refineria Francisco L. Madero en Cd. Madero Tamaulipas.

Se muestrearon siete zonas diferentes, en las cuales existian derrames de
hidrocarburos, las zonas fueron: suelo contaminado con diesel, suelo
contaminado con gasolina Nova, derrame de crudo en suelo, tanque de
almacenamiento de crudo en reparacién, canal de descargas, terminal maritima y
Playa Miramar. El muestreo se realizé directamente sobre cajas Petri con el
siguiente medio de cultivo:

Medio A: (sdlido) (60 modificado)

KH,PO, 1.36 g/l

K:HPQO, 1.72 g/l

NH,CI 1.32 g/l

Solucidn de metales

Trazas 100plft

CaCl; (Soln. 40g/1) 500t

Extracto de levadura 0.01 g/l

Agar 20gf

pH7

Sol. DBT/THF 5.4 mM (250pl por caja)
Solucion de metales trazas para 1 | agua desionizada:
ZnCly 105 mg

CoCl; 81 mg

Na;MoQO, 51 mg

MnCl, 4H,0 72 mg

CuCl; 54 mg

EDTA 100 mg
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Para preparar las cajas Petri, el medio ya estéril (120°C, 15 Ib/pulg® durante
15 min.)se vacid en las cajas con todo excepto el DBT. Una vez que solidificd el
medio se distribuyd la solucién de DBT en THF en toda la superficie del mismo, y
se esperé a que se evaporara el THF, de esta forma el DBT se distribuyd de
forma homaogénea.

Las muestras se incubaron durante 48 hrs a 37°C y aquellas que mostraran
crecimiento abundante se resembraron. £n total se hicieron tres resiembras.

Para el enriquecimiento, los cullives con crecimirnto abundante fueron
inccutadas en medio liquido:

Medio B ( liquido) {60 modificado):

KH,PO, 1.36 g/l
KHPO, 1.72 g/l
NH.CI 1.32 g/l
Solucién de metales trazas* 100ul/
caCl,* 500!
Extracto de levadura 0.01 g/l
DBT 0.1 g/t
pH 6.5

* mismas concentraciones que el medio de cultivo A,

Cada unc de los aislamientos se hizo por triplicado, se sometid a agitacion
rotatoria en un agitador de piso New Brunswick a 125rpm durante 8 dias,
determinando cada 24 hrs el crecimiento seguido como densidad dptica a 550 nm
en un colorimetro Hach DR/2000 EUA.

IV.2 Evaluacidn de la actividad biodesulfuradora

Las cepas resultantes del aislamiento se sometieron a
pruebas de degradacién de dibenzotiofens, para ellos se formularon
dos medios diferentes dependiendo si el microorganismo era bacteria u

hongo. Los medios fueron los siguientes:

Medio C { actividad bicdesulfuradora en bacterias) {60)

K:HPO, 4 gll
NaH,PO, 4 gh
NH.C! 2 gfl
‘MgCl, 0.2 g/l
CaCl, 0.001 g/l
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FeCl, 0.001 g/l

Glicerol 0.2% viv
DBT 0.1 9/
pH 6.5

Medio D ( actividad biodesulfuradora en hongos) (60modificado)

K:HPQO, 4 g/l
NaH.PQO, 4 gll
NH,CI 2g/
MgCt, 0.2 gll
CaCl, 0.001 g/l
FeCl, 0.001 gfi
Dextrosa 0.2% vfv
DBT 0.1 g/l
pH 6.5

En todos los casos se trabajé en medio liquido en matraces nefelométricos de
250 ml, con 50 m! de medio de cuitivo y cada matraz se inoculd con 1% viv de
paquete celular resuspendido en solucién salina 0.85% pfv de NaCl.

El crecimiento se siguid por densidad optica como se describid con
anterioridad, y se hicieron determinaciones cada 24 hrs; cada punto se determiné
por triplicado y la muestra para poder determinar fa degradacién de DBT se
sacrificaba. La corrida completa tuvo una duracién de ocho dias.

Para evaluar la remocién de dibenzotiofeno en el medio en esta actividad fue
necesario exlraerlo de la muestra completa, para ello se emplearon dos métodos,
con el objetivo de determinar cual era mas eficiente. Los métodos empleados
fueron:

Método directo (61)
Extraccién con tolueno:

Se hicieron para cada muestra tres extracciones con una solucidn de
antraceno (estandar internc) en tolueno 1g/l, en un volumen total de 9m| para 50
ml de muestra. Se separaron las fases y la fase organica fue analizada.

Método indirecto
Extraccion con diclorometano;

Se hicieron cinco lavados con diclorometano, volumen total de 20 mi, se filtrd

la fase organica a través de una membrana de fibra de vidric (GF/C) v se eliminé
la humedad con sulfato de sodio anhidro.
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La solucién de diclorometano con dibenzotiofeno se evapor6 a sequedad, el
precipitado se solubilizé en la solucién antraceno/tolueno 1gfi y se analizo.

Para los dos métodos de extraccién se realizaron pruebas de valoracion del
metodo empleando blancos con concentraciones de DBT en medio de cultivo
desde 0.1 g/l hasta 0.01g/), para determinar el porcentaje de DBT recuperado.

Para esta actividad la cuantificacion del DBT se realizé como un seguimiento
rutinario del remanente, por medio de cromatografia de gases. Se empled un
Cromatografo de gases Perkin-Elmer 8500 con detector de ionizacién de flama
empleando una columna Alitech Heliflex AT-1, EUA. La condiciones fueron:

Temperatura inicial 100°C
Temperatura final 235°C
Rampa de temperatura 10°C/min.
Temperatura del inyector 300°C
Temperatura de! detector 300°C
Tiempo total de la corrida 15 min

Gas de arrastre Helio

En caso de encontrar compueslos no esperados, se determing por
Espectrometria de masa en un equipo CG-EM Finnigan de alta resolucion (61).

V.3 Caracterizacion de la actividad biodesulfuradora.

La cepa seleccionada de la actividad anterior se someti® a pruebas para
determinar la cinética de remocion de DBT, para la cual se uso el medio de cultivo
C. Se inoculd con un paquete celular resuspendido en NaCl 0.85% para alcanzar
en cada una de las muestras una absorbancia a 550 nm de 0.1 UA. Equivalente a
8.6+/-0.81 mg/ml de proteina.

Se inoculd en matraces nefelométricos de 125 mil, en un volumen total de
25ml con medio de sales basales y se anadio 1 ml de DBT en dimetilfformamida.,
se sometid a agitacion durante 300 hrs., se exitrajo el DBT con 25 ml de
tetrehidrofurano, se sometié a centrifugacion para eliminar la biomasa, de ahi se
tomo 1ml para determinar DBT en HPLC (61). En las siguientes condiciones:

Fase: acetonitrilo/fagua 70:30 viv

Detector UV a 230 nm.

Flujo 0.3 mi/min,

Columna: HP ODS Hypersill SHm 100 x 2.1mm.

Se determiné el error de extraccion el cual fue de 5%.
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El crecimiento se determina mediante la cuantificacién de proteina total segin
el ensayo DC-Protein de BioRad, empleando como estandar Albdmina.

IV. 4 Actividad de extractos celulares

Para determinar la actividad metabdlica se realizaron dos tipos de pruebas:
inhibicién del proceso de respiracion a través de azida de sodio y lisado celular
completo.

Prueba con azida:

Se prepard una concentracion alla de biomasa (Asssnm Mayor a 2uA)
incubando durante 4 dias a 125 rpm la cepa seleccionada en MSB (medio A sin
glicerol y DBT} y 1uM de tiantreno como fuente de azufre, esto para evitar que en
el andlisis de final DBT remanente de la preparacion del indculo. La biomasa
obtenida se lavd lres veces con solucién salina y se resuspendid en medio sin
fuente de carbono y azufre, hasta alcanzar una absorbancia a 550 nm de 1.85 uA
(solucién salina 0.85%).

El volumen total de la muestra para cada prueba fue de 10 mi, 8ml de la
suspension celular y 2 ml de una solucion de DBT en acetonitrilo 0.5 mM, se
trabajaron tres lotes, cada uno por tri?Iicado; biomasa activa completa, biomasa
esterilizada (15 min, 150°C y 15Ib/pulg®) y biomasa con 0.1% de azida de sodio.

Todas las muestras se pusieron en agitacién a temperatura ambiente
durante cinco dias. Para determinar la remocion de DBT se emples el método de
extraccion con tolueno y mediante CG-FID.

La prueba fue disefada para este fin en especifico.

Prueba con células lisadas:

Se trabajo con las mismas condiciones que la prueba anterior a diferencia
que el [ote con azida, se sustituyo por células lisadas.

La metodologia para el rompimiento celular fue a la suspensién celular
afiadir cristal pulverizado resuspendide en buffer pH 7.73. (62). Para hacer control
del lisado se emplearon cajas petri con medio A en incubacion por 72 hrs a 37°C

La prueba fue disefada para este fin en especifico.
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V.5 Caracterizacion de las cepas seleccionadas y conservacién.

Para caracterizar las cepas se enviaron a la compania MICROBIAL D INC,
donde se caracterizaron por su perfil de fosfolipidos de la membrana.

Las fotografias se tomaron después de la tincién de Gram, con aumento de
100x, en el microscopio Carl Zeiss, Axioscop MC-100.

En cuanto a la conservacién, se emplearon dos técnicas, una para
conservar [as cepas mientras se estaba trabajando con ellas, para lo cual se
prepararon tubos de ensayo con el medio de cultivo C, en 2% de agar, sin DBT,
se dejaba sclidificar inclinade el tubo y finalmente se espolvoreaba el medio con
DBT. El segundo método era para conservar a largo plazo las cepas para lo cual
se centrifugd ia cepa en suspendida en medio C, a 5000rpm durante 20min, en
una Centrifuga Beckman 50.1 (Alemania), y se procedid a hacer lavados con
solucion salina al 0.85% wlv, en cada lavado se centrifugd en las mismas
condiciones y finalmente el paquete celular se resuspendié en una solucion de
glicerol al 50 % como agente criogénico, se dispuso en viales y se almacend en
un ultracongelador a -40 C. Ambos métodos habian sido empleados en
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V. RESULTADOS

V.1 Aislamiento de microorganismos biodesulfuradores.

El total de muestras tomadas de la Refiner'ia F. |.Madero fueron 50, las
Cuales después de 72 hrs. de incubacién mostraron los resultados que se

muestran en la tabla

Tabla 5. Resultados del aislamiento a las 72 hrs. de incubacién a 37 C.

Zona de muestreo

Nimero de cajas con crecimiento

Tipo de microorganismos

Suelo contaminade con gasolina. Baclerias
Hongo
Suelo contaminado con diesel. Bacteria

Bacterias y hongds

Crudo en suelo

Bacterias y hongo

IS TN N | Sl B 11, 7.3 FRRX

Tangue de almacenamiento de Bacterias
crudo Hongos
Canal de descarga Bacterias
Bacterias y hongos
Puerio Bacterias
Bacterias y hongos
Piaya Miramar Bacterias
Hongos

Cuando se refiere a hongos y bacterias significa que ambas crecieron en la misma caja.

En la tabla 5 cuando se refiere a bacterias y hongos, esto guiere decir que
en la misma caja habia hongos y bacterias.

No se observé ninguna tendencia en cuanto al tipo de microorganismo o
abundancia de crecimiento dependiente de la zona de muestreo.

Se procedié a realizar las resiembras para iniciar el

enriquecimiento,

empleando el medio de cultivo B, los resultados se muestran en las tablas 6 y7.

Tabla 6. Resultados de la primera resiembra de las muestras de Refineria,

Zona de muestreo

Tipo de microorganismos

Suelo contaminado con gasolina

Bacterias beige con aurecla rosa
¥ hongos ¢on micelio.

Suelo contaminado con diesel.

Bacterias beige con aureola rosa,
bacterias azulosas y hongos con
micelio aereos.

Crudo en suelo

Bacterias beige con aureola y
hongos con micelio.

Tanque de almacenamiento de
crudo

Baclerias beige y hongos con
micelio.

Canal de descarga

Bactenas beige y azulosas.

Puerto

Bacterias beige.

Playa Miramar

Bacterias heige y azulosas
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En esta primera resiembra 5 de las cincuenta cajas no presentaron
crecimiento.

Tabla 7. Resultados de la segunda resiembra de las muestras de Refineria,

Zona de muestreo Tipo de microorganismos
Suelo contaminado ¢on gasolina Bacterias beige y hongos
Suelo contaminado con diesel. Bacterias beige y hongos con
micelio aereos.
Crudo en suelo Baclerias beige hongos con
micelio.
Tanque de almacenamiento de Bacterias beige y hongos con
crudo micelio.
Canal de descarga Bacterias beige y azulpsas.
Puernto Bacterias beige.
Playa Miramar Baclerias beige y azulosas

En el caso de esta segunda resiembra se perdieron la mayoria de las
bacterias azulosas y en 8 cajas de las 50, no hubo crecimiento.

De acuerdo a las observaciones de las colonias de las cincuenta cajas
cuadriculadas se seleccionaron aquellas que ademés de presentar mayor
crecimiento, fueran diferentes entre si ya fuera por el tipo de colonia, color 0 zona
de muestreo, ya que se deseaba oblener al menos un cultivo de cada zona. Las
colonias seleccionadas para realizar el enriguecimiento fueron:

1.- bacteria beige con aureola rosa.
2.- bacterias beige

3.- bacteria beige elevadas
4.- bacterias beige rugosas
5.- bacterias beige

6.- honga blanco con micelios
7.- bacteria beige rosada .

8.- bacteria beige

9.- bacteria beige

10.- bacteria beige

11.- bacterias con sombra rosada
12.- bacterias azulosas

13.- hongo con micelio blanco
14.- bacterias azulosa

15.- bacterias beige

16.- bacterias beige

17.- bacterias beige

18.- bacterias beige

19.- bacterias beige

20.- bacterias beige

21.- bacterias bheige
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Estas colonias fueron inoculadas en el medio liquido B, cada una por
duplicado y se prepararon tres blancos. Para seguir el crecimiento se determiné
absorbancia a 550 nm., a los ocho dias de haber inoculado y a las 24 hrs
siguientes. Los resultados se muestran en la tabla 8.

Tabla 8. Enriquecimiento de los aislamientos de Microorganismos
biodesulfuradores

Namero de Colonia de Assg inicial Assg ocho dias | Assg 9 dias Qbservaciones.

muestra origen t=0)

1 1 0.0487 0.097 0.105

2 1 0.0504 0.154 0150

3 2 0.0488 0120 0.119 Camble color det
medio a ambar

4 2 0.049 0.128 0.118 Cambio el color del
medio a ambar

5 3 0,0508 0.026 0037

] 3 0.0515 0.075 0.060

7 4 0.0503 0072 0.063

a 4 0.05 0.66 0.048

o 5 £0.05 0.40 0.030

10 5 0.0501 0.012 0.008

12 6 0.0508 0.023 0.031 Hongos blancos

13 7 0.0505 0.0 0.026

14 7 0.0502 0.035 0.047

15 8 00485 0.042 Q.041

16 8 0.051 0.029 0.023

17 9 0.0503 0.029 0-010

18 9 0.0515 0.012 0.021

19 10 0.051 0.012 0018

20 10 0.0503 0.03 0.041

21 it 0.05 0.037 0.043

22 11 0.0505 0.030 0.058

23 12 0.051 0,122 0.138

24 12 0.0509 0.082 0.081

25 13 0.0508 0.045 0,037

26 13 0.05 0.021 0.022

27 14 0-0504 0024 0.020

28 14 0.0498 0.048 0.074

29 15 0.051 0.032 0.014

30 15 0.049 D.035 0.025

31 16 0.0502 0.078 0.066

32 16 0.051 0.081 0.020

33 17 0.0513 0.036 0.053

34 i7 0.0509 0,034 0.025

35 18 0.050 0.013 - El matraz se rompié

36 18 0.049 0.022 0.023

37 i8 0.051 0.02 0018

38 19 0.050 0.018 0,014

39 20 0.050 0.042 0.051

40 20 0.030 0.030 0.027

41 21 0.0494 0.048 0.044

42 21 0.050 0.006 0.012

43 B 0.049 0 1]

44 -] 0.0501 0 - Se contaming

45 8 0.0493 0.062 Se conlaming
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De acuerdoe al crecimiento asi como de las caracteristicas de la colonia en
cuanto a cambios de color en el medio o el tipc de microorganismc se
seleccionaron seis aislamientos para hacer ias pruebas de actividad
biodesulfuradora. Estos aislamientos fueron: 2,3,4,12,23 y 45.

V.2 Actividad biodesulfuradora

Una vez obtenidos los cultivos enriquecidos se procedid a determinar su
potencial biodesulfurader, para lo cual se prepararon indculos de cada
enriquecimiento con una concentracion final de 1% viv de paquete ceiular con
una densidad opticassonm de 0.05. El indculo se resuspendié en medio de cultivo
liquido con sales basales y 0.1 g/t de DBT. Cada enriquecimiento se preparé por
triplicado para cada tiempo de muestrec 3,8 y 30 dias. Ei seguimientc de la
prueba fue determinar crecimiento celular por densidad Opticassgam. {DOssonm) ¥
DBT removido.

E! DBT biodegradado se delermind por cromatografia de gases, empleando
antraceno como estandar interno, Para poder realizar la determinacién en el
cromatografo fue necesario sacrificar la muestra completa, ya que se extrajo el
DBT del medio de cultivo. Con el objetivo de lograr extraer la mayor cantidad de
DBT se probaron 2 métodos diferentes. El primero, una extraccion directa con una
solucién antracenoftoluenoig/l (64) y, el segundo, mediante una extraccion
indirecta iniciando con la solubilizacion de! DBT en diclorometano, evaporacion a
sequedad y resolubilizacién en la solucidn de antracenoftolusno. Los resultados
se presertan en las tablas 9y 10,

Tabla 9
Prueba de extraccion directa de dibenzotiofeno. Método directo
DBT estandar DBT recuperado % error
6.2 4.6 18.8+5.0
10.3 9.0 46+37
156.3 14,7 40+2.4
20.9 20.1 3.1.x07
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Tabla 10

Prueba de extraccién indirecta de dibenzotiofeno. Método indirecto.

DBT estandar DBT recuperado % error
5.5 4.6 16.2 +4.6
10.3 9.1 11.7 £ 3.1
15.4 14.6 47170
222 23.7 -83+80

De las tablas podemos observar que el error promedio que presento el método
directo es de 3.65 %, eliminando el primer dato que se encuentra fuera de rango y
para el método indirecto fue de 10.82% eliminando el valor negativo. Ya que el
método directo en estas condiciones presenta un menor grado de error, éste se
selecciond para extraer el DBT remanente en las pruebas posteriores.

Una vez establecido el método de extraccidén se determind la respuesta del
cromalografo frente a diferentes concentraciones de DBT para poder asegurar
que los resultados obtenidos en el andlisis fueran veridicos en cuanto a la
remocién de DBT. Los resultados se muestran en la figura 4. Donde se observa
que el equipo con el método seleccionado detecta con muy buena precisién
concentraciones de DBT en un intervalo de § a 35 mg, que seria el intervalo
esperado a deteclar para determinar la concentracién de DBT removido en las
pruebas de actividad.

Curva Tipo
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myg DBT
Figura 4

Valoracion del método cromatogréfico para la identificacion de
concentraciones de DBT entre 5y 35 mg

Sobre la base de las valoraciones analiticas realizadas se iniciaron las
pruebas de actividad biodesulfuradora en los enriquecimientos denominados:
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2,3,4,12,23 y 45, Dichos resultados se muestran de manera resumida en la tabla

11.

Porcentaje de biodegradacion de dibenzotiofeno de los diferentes cultivos

enriquecidos.
Enriquecimiento 3 Dias de 8 Dias de 30 Dias de
incubacién incubacioén incubacidén
2 (bacteria) 5.1 57 11.9
3 (bacteria) 2.5 6.2 14.1
4 {bacteria 1.4 3.0 16.4
12 (hongo) 2.0 13.3 15.2
23 (bacteria) 2.4 10.2 17.0
45 (hongo) 20 5.2 14.0
* Error de extracciébn 20%,el cual ya fue considerado en los resultados
mostrados.

Se observa que existe mayor biodegradacion en todos los casos a los treinta
dias de incubacion, aunque a los ocho dias ésta ya es apreciable, siendo los
cultivos que presentan mejores resultados 4, 12 y 23. De ellos el 4 y 23 son
bacterias y el 12 es un hongo. En este ultimo caso los resultados a lo largo de las
pruebas mostraron variaciones importantes en cuanto a la biodegradacion de
DBT, de hecho se observé que los valores cambiaban si se hacian mayor
cantidad de lavados con tolueno, lo que podria explicarse como la probable
existiera un fendmeno de adsorcidn. En el caso de las bacterias este fendmeno
no se observd por lo que estas se seleccionaron para seguir el trabajo, ya que el
objetivo del mismo es transformar el DBT. De aqui en adelante los cultivos se
identificaran corno IMP-BS-4 e IMP-BS-23.

De acuerdo a los resultados obtenidos se realizaron pruebas con diferentes
concentraciones de DBT (0.24 g/l, 0.5 g/l y 1 g/l) para poder calcular la remocion y
velocidad de remocién en un tiempo total de 8 dias que, de acuerdo a las pruebas
anteriores resultaba tiempo suficiente para realizar una prueba confiable.

Los resultados obtenidos para ta cepa IMP-BS-4 se muestran en |a tabla 12
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Tabla 12
Actividad biodesulfuradora de la cepa IMP-BS-4, determinados en un tiempo
de 8 dias de prueba.

Dibenzctiofeno | Dibenzotiofeno Dibenzotiofeno Velocidad de
inicial (g) final (g/h) biodegradado(%) biodegradacion
g/l DBT/ dia
0.24 0.08 65.9 0.02
0.50 0.34 25.8 0.02
1.00 0.84 14.8 0.02

Se observa que la velocidad de volumétrica de biodegradacién en todos los

cases es muy semejante independientemente de la concentracidn inicial,

Para la cepa IMP-BS-23 los resultados obtenidos fueron

Tabla 13
Actividad biodesulfuradora de la cepa IMP-BS-23 determinados en un tiempo
de 8 dias de prueba.

Dibenzotiofeno | Dibenzotiofeno Dibenzotiofeno Velocidad de
inicial {g/1) final {g/h biodegradado(%) biocdegradacién
g/l DBT/ dia
0.24 0.22 65.9 0.002
0.50 0.38 298 0.015
1.00 0.66 14.8 0.042

En este caso el comportamiento nos muestra que segun aumenta la cantidad
de DBT, aumenta la biodegradacion del mismo y la velocidad con gue lo realiza.

La biodegradacién de DBT, como se dijo con anterioridad fue calculada a
parlir de la disminucién relativa del area del pico correspodiente al DBT en el
perfil cromatografico de cada muestra. En los cromatogramas obtenidos para
ambas cepas se observo ademés de la disminucion del &rea del pico
correspondiente al DBT, la aparicion de otros picos. Para poderlos identificar, las
muestras se enviaron al laboratorio de espectrometria de masas, donde fueron
identificados. Para la cepa IMP-BS-4 se observé en el cromatograma un pico
dobleteado a mayor tiempo de retencién. En la figura 5 se presenta el
cromatograma.
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Figura 5
Perfil cromatografico obtenido de prueba de actividad de la cepa IMP-BS-4. Pico
{a) DBT, (b) antraceno y (¢) sulféxido/sulfona.

El analisis de la espectrometria de masas muestra tres compuestos que se
pueden identificar como, dibenzotiofeno, DBT-Sulféxido y DBT-sulfona. Cabe
sefialar que el pico correspondiente al antraceno no se analizé por espectrometria
de masas, ya que es el estdndar interno afadido al seno de [a reaccién. En la
tabla 14 se presenta el resumen de los resultados de los lo espectros de masas y
en la figura 6 se presentan los espectros obtenidos para el DBT, DBT-sulfona y
DBT-sulféxido
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Figura 6
Espectros de masas de los productos obtenidos por la actividad de la cepa
IMP-BS-4
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Tabila 14
Identificacién de productos por cromatografia de gases acoplada a masas
realizada en pruebas de actividad de la cepa IMP-BS-4

Tiempo de retencién I6n molecular Identificacién
12.4 184 Dibenzotiofeno
13.3 ND Antraceno
19.1 200 Sulféxido
19.3 216 Sulfona

Estos resultados muestran que la cepa IMP-BS-4 podria estar realizando una
oxidacion parcial del azufre del DBT, de una forma similar a como se realiza en
parte de la via metabdlica "4S", en donde los intermediarios son el sulféxido yla
sulfona,

Al analizar detalladamente los cromatogramas de la cepa IMP-BS-23 se

encontré ademas de !a remocion de DBT otro pico a menor tiempo de retencién,
como se presenta en la figura 7.

()

Figura 7
Perfit cromatogréfico obtenido de prueba de actividad de la cepa IMP-BS-23.
Pico (a) 2-hidroxibifenilo, (b) DBT y (c) antraceno.
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Cuando se realizé la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
se identificaron los siguientes compuestos:

Tabla 15
Identificacidn de productos por cromatografia de gases acoplada a masas
realizada en pruebas de actividad de |a cepa IMP-BS-23

Tiempo de retencién [6n molecular Identificacién
17.8 170 2-hidroxibifenilo

22.7 ND Antraceno
23.25 184 Dibenzctiofeno

Los espectros correspondientes al DBT y al 2- hidroxibifenilo se muestran en
la figura 8. Los productos idenlificados muestran que la cepa IMP-BS-23
transforma el DBT en 2-hidroxibifenilo de la manera que se realiza en la via "48" ,
donde el producto es e! mismo.
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Figura 8
Espectros de masas de los productos obtenidos por la actividad de la cepa
IMP-BS-23
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En vista de que la cepa IMP-BS-23 aparentemente degrada el
dibenzotiofeno hasta 2-hidroxibifenilo, se decidié seguir el trabajo con esta cepa y
mantener en conservacion a la cepa IMP-BS-4.

Se prosiguié con la cinética de biodegradacion de la cepa IMP-BS-23, para lo
cual se emplearon tres concentraciones diferentes de DBT - 0.024 g/, 0.048 g/l y
0.24 g/I, en este caso las concentraciones empleadas fueron menores para poder
determinar la velocidad de biodegradacién sin que el medio se saturara de
sustrato. En esta ocasién, para poder determinar el crecimiento celular con
exactitud, se determind proteina mg/m! (BioRad), y el dibenzotiofeno residual se
determind por cromatografia de liquidos de alta resolucidn. Las modificaciones a
las técnicas analiticas se debieron a que en esta prueba se buscaba una mayor
exactitud, ya que en las pruebas anteriores, se presentaron varios problemas en
las determinaciones, tales como variaciones importantes en la densidad optica,
dependiendo del tipo de célula.

Los resultados obtenidos se presentan en las siguientes figura 9, 10, y 11. En
ellas se observa que para la primera concentracién la cepa consumié el DBT en
los primeros tres dias por lo que fue necesario agregar mas DBT, para poder
seguir observando el comportamiento. En la tabla 16 se muestran las velocidades
de biodegradacion calculadas.

1.6
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T 98 proteina total
106 (mg/mi)

-+ 0.4

T 02

0

DBTresidual (%)
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Tiempo {d) —— DBTresidua

—.— broteln
a

Figura 9
Cinética de eliminacién de DBT de la cepa IMP-BS-23 empleando
0.024 g/l de DBT
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Tabla 16

Velocidad de biodegradacion en la cinélica de la cepa IMP-BS-23 con 0.024

g/l de DBT
Tiempo {dias)| DBT residual % Proteina cel Velocidad de Velocidad de
{mg/ml) biodegradacion biodegradacion
mg DBT/mg de mg DBT/ml/dia
proteina/ dia
0 100+2.4 00220
1 602 01510 1.6 0.0096
2 45+ 3.4 0.77 £0.01 .21 0.00686.
3 0.0 1.01 £0.01 0.20 0.0080
Adicién DBT 100 + 1 1.02+£0.10
3.8 53.3+6.9 1.05+0.04 0.08 0.0029
4,66 23105 1.02£0 0.09 0.0039

Cuando se empled 0.048 g/l de DBT se obtuvo la gréfica que se presenta en la
figura10, donde se puede observar con claridad el consumo del DBT con respecto
al crecimiento celular.

100 % 18
T 14
75 4 +1.2
T1
DBTresidual (%)} 50+ 1os :’r;c;t:ri‘ll";a total
+ 086
25 104
+02
0 . . . 0
0 1 2 3 4 5 &
Tiempo (d)
—a— DBTresidual
—&— Protelna
Figura 10

Cineética de eliminacién de DBT de la cepa IMP-BS-23 empleando
0.048 g/l de DBT
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Los resultados de los calculos de las velocidades se muestran en la tabla 17:

Tabla 17
Velocidad de biodegradacion en la cinética de la cepa IMP-BS-23 con 0.048
g/l de DBT
Tiempo (dias)| DBT residual % Proteina mg/ml Velocidad de Velocidad de
biodegradacion biodegradacion
mg DBT/mg de mg DBT/ml/dia
proteina/dia
0 100.0 £+2.5 0.03 £ 0.01
0.5 93.8+4.7 0.04 +0.01 3.9 0.0059
1 B5.9+1.3 012 0.02 1.36 0.0067
1.5 86.4+3.3 0.20+ 0.02 0.53 0.0276
2 73143 0.45+£0.05 0.36 0.0064
3.5 31.9+29 1.38+0.20 0.17 0.0093
55 18.2+48 1.23+0.09 0.14 0.0071

Finalmente, cuando se empled una concentracion de 0.24 mgfl de DBT los
resultados mostraron una probable saturacién por sustrato, lo que se observa en

la figura 11.
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Cinética de eliminacién de DBT de {a cepa IMP-BS-23 empleando

0.24 g/l de DBT,

Los resultados de los calculos de las velocidades se muestran en ia tabla 18:

Tabla 18
Velocidad de biodegradacion en fa cinética de la cepa IMP-BS-23 con 0.048
g/l de DBT
Tiempo (dias)| DBT residual % Proteina mg/mi Velocidad de Velocidad de
biodegradacion biodegradacion
mg DBT/mg de mg DBT/ml/dia
proteinaldia ]
0 100.0 £25 0.03 +0.01
0.5 93.8+4.7 0.04 +0.01 3.9 0.0059
1 859+13 0.12+ 0.02 1.36 0.0067
1.5 86.4+33 020+ 0.02 0.53 0.0276
2 731443 0.45 £ 0.05 0.36 0.0084
35 31.9%29 1.38 £ 0.20 0.17 0.0093 |
5.5 18.2+48 1.23+0.09 0.14 0.0071
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V.3 Caracterizacién de las cepas .

La cepa IMP-BS-23 se mandé caracterizar mediante perfil de fosfolipidos de la
membrana, se eligio este método ya que es muy rapido y se obtienen resultados
confiables, las muestras se enviaron a compaiiia MICROBIAL INC., la cual envié
como resultado que podria tratar de alguna de las bacterias: Nocardia asteroides
GC subgrupo A, con la cual presenta una semejanza en el perfil del 0.707, o podria
ser una Aureobacterium estercarosiqum con una semejanza en el perfil de 0.832.
No obstante, no se realizé la comprobacién de dicha clasificacién por otro método
tal como pruebas bioquimicas o acidos nucleicos.

Por tincion de Gram se observd en el microscopio que corresponde a una
bacteria Gram (-} en forma de coco-bacilos que, conforme el proceso de BDS va
ocurriendo se van agrupando. Las siguientes fotografias muestran las diferentes
morfologias de dicha cepa.

~¥agianat

Figura 12
Fotografia del aspecto de la cepa IMP-BS-23 al iniciar las pruebas de actividad
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Figura 13
Fotografia del aspecto de la cepa IMP-BS-23 a las 24 horas de haber iniciado la
prueba de actividad biodesulfuradora

Figura 14
Fotografia del aspecto de la cepa IMP-BS-23 a los ocho dias de haber iniciado
la prueba de actividad biodesutfuradora

En cuanto a la cepa IMP-BS-4, la caracterizacion de su perfil de fosfolipidos
de la membrana mostraron que podria tratarse de una Kiebsiella oxytoca GC
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subgrupo A, presentando una semejanza de 0.578.Como se menciond en la
seccion V.2, los metabolitos que se obtienen por la biodegradacion de DBT de esta
cepa son la sulfona y el sulfoxido del DBT, los cuales implican necesariamente una
eliminacién del azufre de la molécula del DBT, por lo que para esta bacteria no se
realizaron pruebas cinéticas. Por tinsion de Gram, se observé en el microscopio
que son bacterias Gram (-) en forma de cocos. Su apariencia en el microscopio se
puede observar en las figuras 15y 16.

Figura 15
Fotografia de |a cepa IMP-BS-4 a las 24 hrs de haber iniciado la prueba de
actividad biodesulfuradora.

46



Figura 16
Fotografia de la cepa IMP-BS-4 a los 5 dias de haber iniciado la prueba de
actividad biodesulfuradora.

En las fotografias se muestra que no existe ninglin cambio aparente en
cuanto a la disgregacion de la bacteria, ni existe formacién de cumulos alrededor
de los cristales de DBT.

En cuanto a la conservacion de ambas cepas como se explico en el capitulo
de materiales y métodos, las dos técnicas empleadas: tubos inclinados con DBT y
congelacion en glicerol, permitieron contar ¢on las cepas activas durante todo el
desarrolio de este trabajo. De hecho hasta la fecha permanecen en conservacion
para su uso posterior en otros proyectos. Es importante hacer notar que en el caso
de los tubos inclinados, se reactivé en el medio B la cepa una vez por mes y para
las cepas en congelacion se reactivaban en el mismo medio al menos una vez
cada tres meses, y en todos los casos se confirmd la actividad de las mismas.
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V.5 Pruebas con extractos celulares.

Para determinar la actividad metabdlica de extractos celulares, se realizaron
dos tipos de pruebas diferentes, inhibicion con azida de sodio y lisado celular.

Para la prueba de inhibicién se prepard un indculo concentrado de biomasa
activa de la cepa IMP-BS-23, empleando tiantreno como fuente de azufre, en vez
de DBT. Esto con el objetivo de que en fa cuantificacién de DBT aparecieran
residuos de la preparacién del in6eulo,. Después de lavar el inoculo se alcanzé
una concentracién de 1.85 uAgsgwn. Se trabajaron tres lotes cada uno por
triplicado: biomasa activa compieta, biomasa esterilizada por autoclave (15min.
150C y 15 psig) y finalmente biomasa con azida de sodio, cada una con 100
microgramos de DBT en acetonitrilo. Las muestras se pusieron en agitacion
durante 5 dias. Se evalud el DBT residual mediante CG-FID. Los resultados se’
muestran en la figura 16.

“ih

ESTERIL NORMAL AZIDA
Lote

Figuraté
Resuitados de la prueba de extractos celulares de la cepa IMP-BS-23 con
adicidn de azida.

" Cabe mencionar que se empled como bianco una muestra estéril se puede
considerar. Se observa en la grafica la adicion de azida inhibié la actividad de
remocion de DBT, lo cual podria deberse a que al inhibir la respiracién se inhibe
la produccion de cofactores de la cadena respiratoria, que segun se reporta en la
literatura (48-50), se requieren para llevar a cabo la via metabdlica "48" de
biodesulfuracién.
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En cuanto a la prueba de células lisadas, este proceso se realizé con cristal
molido y agitacién de la biomasa durante 15 min. Para seguir el control de la
Cantidad de células lisada se inoculd varias veces el lisado en cajas petri, en las

que no hubo crecimiento por lo que se considerd que e! proceso de lisado era
eficiente.

Los resultados de la prueba fueron los siguientes:

ESTERIL NORMAL LISADO
Lote

Figura17
Resultados de ia prueba de extractos celulares de la cepa IMP-BS-23 lisados.

En la grafica se observa que el lisado celular biodegrada 60% del DBT, Ia
cepa integra biodegrada alrededor de 80% de DBT, estos resultados muestran

que la actividad biodesulfuradora no se perdid al romper {a membrana celular a
través de la lisis.
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V DISCUSION DE RESULTADOS
V.1 Aislamiento de microorganismos biodesulfuradores.

Durante el aislamiento que se realizé en este trabajo se obtuvieron 21
cepas de bacterias y hongos los cuales fueron capaces de subsistic en un medio
de sales basales minerales con glicerol como (nica fuente de carbono y
dibenzotiofeno como unica fuente de azufre. Aunque no se realizd la evaluacion
de la actividad de todas, es importante hacer notar que muy probablemente
estaban metabolizando el azufre que requieren para su crecimiento. De hecho
algunas de ellas cambiaron la apariencia del medio de cultivo, en cuanto a la
coloracion o a la desaparicion de los cristales de DBT.

Los aislamientos obtenidos definitivamente pueden servir como un banco
tanto de bacterias y hongos potencialmente biodesulfuradoras e incluso como un
banco de enzimas y/6 material genético que sea capaz de biotransformar
hidrocarburos azufrados. Otro aspecto importante es que no se emplearon otras
condiciones como anaerobiosis, 0 aislamientos de consorcios microbianos a partir
de los cuales, se lograria probablemente obtener microorganismos capaces de
realizar biotransformaciones a moléculas hidrocarbonadas, Unicamente se trabajo
en condiciones similares a las que se ha trabajado durante muchos afos con el
Rhodococcus rhodochrous 1GTS8, en cuanto a los medios de cultivo, las
concentraciones de DBT y la evaluacion de |a actividad, ya que esta bacteria ha
sido ampliamente caracterizada por grupos de investigacién como Energy
Biosystems Co. (39-45).

Desde el punto de vista metodolégico el aislamiento en condiciones de
stress debido al medio de cultivo pobre, resulté eficiente ya que fueron
eliminadas desde el momento del muestreo un sin namero de microorganismos -
que podrian haber sido contaminantes Y que no permitiian aislar los
microorganismos deseados.

Los cultivos obtenidos presentaban caracteriasticas similares. Por ejemplo
los hongos tenian aspecto de ser el mismo y en el caso de las bacterias se podria
decir que habia tres diferentes, una cambiaba en medio de cultivo de color beige
a color anaranjado, otra completamente beige y una tercera que en medio solido
tenia color azuloso.

. En cuanto a los enriquecimientos se lograron muy buenos resultados ya
que se obtuvieron al final cuatro cepas puras que eran capaces de eliminar el
DBT del medio de cultivo entre un 4 y 10 % wiv. De ellas dos eran hongos y dos
bacterias. Las cepas aisladas en este trabajo tienen menor capacidad de
eliminacion de DBT, comparado con otras cepas reportadas en la literatura (62).
Sin embargo en la literatura no menciona la concentracion inicial del DBT,
simplemente reportan la actividad y para el caso del Rhodococcus rodochrous
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IGTS8, no se reporta la actividad que tenia antes de ser mutado, reportan 80% de
eliminacién de DBT después de la mutacién que se realizo expresamente para
aumentar la actividad (40). Por todo lo anterior, se podria considerar que las:
Cepas obtenidas tienen un potencial de actividad importante.

VI.2 Actividad biodesulfuradora.

El primer problema que fue la validacién de la metodologia analiticas para
poder cuartificar la remocién de DBT. Como se dijo con anterioridad el DBT
estaba en forma de cristales insolubles en el medio de cultivo que era una
solucién acuosa, para lo cual se probaron los métodos de extraccién con
solventes que tuviesen gran afinidad por DBT, resultando mas eficiente el método
directo, en el cual se determing un error del 3.6%. Sin embargo este error no fue
constante ya que en cada prueba realizada se determing el error de extraccién
alcanzando en algunos casos hasta 20+ 5%, lo cual se podria deberse a errores
metodoldgicos, como por ejemplo que el DBT quede adherido en la superficie de
los matraces, en las jeringas para inyectar el cromatégrafo y en cada uno de los
pasos de la prueba puede haberse perdido DBT.

En cuanto a la valoracién de! método seleccionado en el cromatégrafo para
el andlisis de diferentes concentraciones de DBT, este muestra segun se observé
en la figura4, una respuesta lineal en el rango deseado para el andlisis de DBT
remanente. Cabe mencionar que el método cromatografico fue disefado par esta
determinacién en especial, Yy que algunas veces para casos especiales de
busqueda de metabolitos se alteraba cambiando las rampas de temperatura, para
poder determinar con mejor precisién los compuestos deseados.

En la prueba realizada para determinar la actividad biodesulfuradora de los
seis aislamientos obtenidos, segun se muestra en la tabla 11, se observa que la
mayor remocion de DBT se logra a los 30 dias de incubacién, sin embargo es
considerable a los 8 dias. En ambos ¢casos se puede observa que los aislamientos
que tienen mayor actividad son el 4,12 y 23, de ellos el denominado 12 es el
Unico que es hongo los otros dos son bacterias. En el caso de hongo la
eliminacion de DBT es mayor, sin embargo como se menciond con anterioridad, si
se reafizaban mayer nimero de extracciones del DBT el porcentaje de eliminacién
de DBT disminuia, esto probablemente a un fendmeno de adsorcién, que podria
resultar importante para otro tipo de trabajo en el area de biodesulfuracion gue
de hecho se han planteado por otros grupos de investigacién, donde lo gue se
busca es absorber la molécula de DBT, mas que biotransformarla (61). Para los
objetivos de este trabajo donde se busca la biotransformacién del DBT se
seleccionaron las dos bacterias, y a ambas se les determind la velocidad de
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Femocion en diferentes concentraciones de DBT asi como los metabolitos
obtenidos durante la remocién de DBT.

Los resultados obtenidos en esas pruebas mostraron varios hechos
interesantes, en la tabla 12 se observa que para las diferentes concentraciones
de DBT, la velocidad de remocion no cambia y si se calculan los mg de DBT
biotransformados en cada caso estos son:

Tabla 19
Cantidad de DBT eliminado por la cepa IMP-BS-4 a los ocho dias de incubacién.
[ mg DBT iniciales mg de DBT eliminado
12 7.9
25 7.45
50 7.4

En los tres casos se observa que Ios mg de DBT eliminados son
practicamente iguales. Esto podria hacernos suponer que la actividad de esta
cepa es (nicamente sobre el dibenzotiofeno soluble, es decir depende de la
saturacion de DBT en el medio acuoso. Es un hecho que el DBT estaba en su
mayor parte en forma de cristales tanto antes como después de la actividad de
Microorganismos y que no se observd ningun cambio en la apariencia de medio
de cultivo, a excepcion de aumento de la turbidez. La concentracion de saturacién
de DBT en agua es de 5uM (55), lo cual corresponderia a 0.92 mgfl, considerando
el volumen empleado para las pruebas con la cepa IMP-BS-4 ia concentracion de
DBT removido es de 140 mg/, la cual esta por arriba del grado de saturacion del
DBT. Aunque no se observe ningun mecanismo en el cuat dicha bacteria facilite el
contacto con el DBT insoble, se podria producir algun tensoactivo que lo permita.
Este tipo de mecanismos se presenta en la mayoriia de las bacterias que tienen
accion sobre sustratos insolubles en medio acuoso, en especial aquellas que
biotransforman hidrocarburos {1). por lo que seria de suponer que la cepa IMP-
BS-4 lo presentara.

En la figura 15 y 16 se presentan las fotografias en el microscopio de Ia
cepa IMP-BS-4 a través de la prueba de actividad. Donde se observa que no
existe ningun cambio aparente en cuanto a la disgregacién de la bacteria, ni que
forme cimulos alrededor de cristales de DBT.

Para el caso de la cepa IMP-BS-23, los resultados mostrados en la tabla13, .
nos permiten observar que la velocidad de remocién aumenta segun aumenta la
concentracion del DBT vy si se calculan los mg de DBT eliminados los resultados
son:
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Tabla 20
Cantidad de DBT eliminado por la cepa IMP-BS-23 a los ocho dias de incubacién.

mg DBT iniciales mg de DBT eliminado
12 0.71
25 6.02
50 17.01

En este caso la actividad de la bacteria es mayor para la concentracion
mayor, por lo que podriamos suponer que la actividad no depende de la
solubilidad de! DBT en el medio sino que [a bacteria actla sobre el sustrato
independientemente de que este sea soluble o no. Durante estas pruebas
ademas de determinar las concentraciones de D©BT, se hicieron observaciones en
el microscopio, para la cepa 23 las fotografias de la cepa a través del proceso se
mostraron en el capitulo anterior (Figuras 12,13 y 14) y se observa que dicha
bacteria sigue un comportamiento muy similar al del Rhodococcus rhodochrous
IGTS8 (63,64). Conforme se manifiesta la actividad bicdesulfuradora se va
agrupando, e incluso se podria decir que forma un tensoactivo para tener mayor
contacto con el sustrato DBT, en el caso de Ia cepa IMP-BS-23, lo que se observa
en las fotografia es que segun ocurre el proceso, se va agrupando e incluso se
ven cimulos alrededor de los cristales de DBT, lo que se cbserva claramente en
la Figura 15. Entre mayor sea la concentracién de DBT mayor sera la velocidad
de remocion del mismo al existir mayor superficie de contacto sobre la que puede
actuar el microorganismo,

En cuanto a ios metabolitos que se obtuvieron para la cepa IMP-BS-4, Ia
sulfona y sulfoxido del DBT, estos son productos de una oxidacién parcial del
sustrato, que siguen parte de la via metabdlica de biodesulfuracion "48"
Igualmente se podria suponer que esta bacteria cuenta con las dos enzimas
iniciales de la via metabdlica, que serian DBTmonooxidasa, y DBTmonoxigenasa
(45-47). Estas suposiciones tendrian que ser confirmadas buscando las enzimas
o los genes que codifican las mismas, y probablemente las condiciones no fueron
los indicados para que realizara la oxidacion completa, ya que se conoce que
este Ultimo paso de la via metabdlica es el limitante de la misma (65).

. E! metabolito que se identifico después de la accion de la cepa IMP-BS-23,
fue el 2-hidroxibifilo, que es igualmente el producto de la via metabdlica de
biodesulfuracion "4S". Desafortunadamente no se cuantificd, para poder
determinar el vaior de rendimiento de la accién de la cepa expresado como
obtencién del producto en mg/mil. Aungue se hicieron varios intentos para
identificar el producto azufrado, que se esperaria fuesen el sulfato y sulfito, no se
logré detectar. Para ello se probaron desde técnicas de volumetria hasta
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cromatografia de iones en ia fase acuosa del medio de cultivo. Una posible razén
es que el sulfato permanece dentro de la célula, de hecho existen reportes en la
literatura donde menciona que no se detecta en el medio y aparente para el caso
del Rhodococeus rhodochrous IGTSS (65, 66) podria ser reutilizado por la célula.

Seguin la caracterizacion por perfil de fosfolipidos de la membrana la cepa
23 se podria tratar de Nocardia asteroides GC subgrupo A, con la cual presenta
una semejanza en el perfil del 0.707, o podria ser una Aureobacterium
estercarosiqum con una semejanza en el perfil de0.832. Para el caso de Ia
Nocardia, pertenece a la misma familia del Rhodococcus, lo cual se explica la
gran semejanza que tienen ambas, tanto en la formacién de cumulos, como en los
productos metabdlicos que se obtienen para ambas

VL.3 Pruebas cinéticas de la Cepa IMP-BS-23.

De las tres pruebas cinéticas que se realizaron el analisis de resultados
Muestra puntos interesantes. Para la cinética realizada con 0.6 mg en la tabla 16
se observa que el total del DBT se consumié al tercer dia de la prueba sin
embargo después de afadir la misma cantidad de DBT, la velocidad de remocidn
disminuye y la cantidad de biomasa éxpresada como mg/proteina tampoco’
aumenta, sin embargo permanece la actividad de remocion del DBT.

En el caso de la prueba con 6 mg, después del tercer dia de la prueba, la
velocidad de remocion sigue aumentando, aungue la proteina no presenta
grandes cambios,

Finalmente para la cinética con 1.2 mg las velocidades de remocion
disminuyen notablemente después del tercer dia de la prueba y la proteina a
partir de ese momento se conserva casi igual.

El fendmeno de los cambios en las velocidades asi como de la biomasa
(proteina) se observan mas claramente en la prueba con 1.2 mg, y de ella
podemos decir que aparentemente se alcanza una velocidad volumétrica maxima
de 27.6 mg DBT/l/dia, a los 1.5 dias de la prueba, sin embargé la biomasa sigue
aumentando hasta el tercer dia de la prueba donde se alcanza un maximo de
1.4mg/ml de proteina. Si comparamos el comportamiento de esta cepa con el del
Rhodococcus rhodochrous IGTS8 reportado (61), sigue el mismo patrén de
presentar mayor actividad al termino de la fase exponencial de crecimiento de la
cepa.

V1.4 Pruebas con extractos celulares.

Estas pruebas se realizaron para contar con algunos resultados
presuntivos de actividad en diferentes circunstancias de esta cepa, asi como de
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Su complejo enzimatico. Las pruebas con azida Sugieren que esta cepa requiere
de cofactores involucrados en la cadena respiratoria tales como FMN (flavin
mononucledtido), ya que al inhibir la cadena respiratoria se pierde {a actividad,
este resuitados se esperaba, ya que al realizarse la biodesulfuracion
aparentemente siguiendo la via metabdlica 48" se conoce por la literatura que
requiere de cofactores (31, 40, 47, 50, 66)

En los casos de la actividad del lisado celular, se conservé la actividad aun
lo cual se ha reportado con anterioridad (66), que puede suceder e incluso se
conoce que se conserva aun en el fraccionamiento del extracto lisado, en la fase
soluble.
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VIl CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Partiendo de la hipétesis que cepas aisladas de una Refineria mexicana,
deben estar mejor adaptadas a los altos contenidos de azufre del petréleo
nacional, se esperaria que el desarrollo de un biocatalizador partiendo de ellas
permita un proceso de Biodesulfuracion mas efectivo que si se emplearan cepas
obtenidas en otros paises donde el contenido de azufre del petroleo es menor, Se
procedio al aislamiento de ellas logrando obtener dos cepas IMP-BS4 e IMP-BS-
23, que biotransforman dibenzotiofeno.

Se identificaron los metabolitos de cada una de las cepas siendo la sulfona
y el sulfoxido de DBT en el caso de la cepa IMP-BS-4 y ei Z-hidroxibifenilo para la
IMP-BS-23., por lo que se puede proponer que ambas sigue la via de
biodesulfuracion "4S", reportada como la mas ventajosa para la BDS de
hidrocarburos

En cuanto a la actividad encontrada para la cepa IMP-BS-23 la cual fue
mas profundamente estudiada, se encuentra dentro de las actividades reportadas
para otras cepas.

Los extractos celulares obtenidos de la cepa IMP-BS-23 tienen aclividad
biodesulfuradora.

Por lo que se puede considerar una contribucion importante en para el
desarrollo de un biocatalizador mexicano, ya que el contar con cepas permitiria
iniciar los trabajos de desarrollo de un biocatalizador, lo cual le daria a la industria
petrolera nacional una oportunidad para establecer procesos alternos para el
cumplimiento de la normatividad ambiental en cuanto a niveles de azufre en
hidrocarburos.

Las recomendaciones que se pueden hacer para trabajos futuros serian:

- Tratar de identificar las enzimas biodesulfuradoras y los genes que las
codifican de los microorganismos aislados para poder obtener sondas de material
genetico para mejorar el método de aislamiento de microorganismos, lo cual
podria ofrecer el aislamiento de consorcios microbianos que presentaran una
actividad biodesulfuradora importante, asi como la deteccién de microorganismos
que no son aislables en las condiciones empleadas en este trabajo.

- Emplear técnicas de mejoramiento genético para incrementar [a actividad de las
cepas obtenidas en este trabajo.

- Es importante que las cepas obtenidas sean patentadas a la brevedad posible,
ya que en el ambito internacional el valor de este tipo de cepas y sus genes
biodesulfuradores es cada vez mayor y es importante proteger los derechos de
las cepas nacionales.

56



Los métodos analiticos y pardmetros que determinan la '_actwrdad
biodesulfuradora empleados en este trabajo fueron especificamente
desarroliados en trabajos anteriores del grupc de bigprqcesos d_el IMP por lo
que seria importante su la homologacion y validacién mtgrnamonal, ya que
podria decirse que cada trabajo reportado emplea _dlferentes tec;n'lcas
analiticas y diferentes pardmetros para determinar la actividad
biodesulfuradora.
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