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RESUMEN 

El presente trabajo de tesis busca sentar las bases para establecer las 

condiciones de operación de un proceso de biodesulfuración de 

combustóleo por la vía reductiva. 

En el primer capítulo se hace una breve introducción, donde se 

pretende justificar el proyecto de biodesulfuración. 

El segundo capítulo comprende una revisión bibliográfica donde se 

plantea más a fondo la problemática derivada del uso de combustibles con 

alto contenido de azufre De esta manera se pretende ilustrar la importancia 

energética del combustóleo y el impacto ambiental que acarrea su uso. En 

este mismo capítulo se hace una revisión de las tecnologías existentes para 

la desulfuración de combustibles fósiles. así como los estudios realizados en 

el área de biodesulfuración. 

La metodología experimental empleada se describe en el capitulo tres y 

en el apéndice A, donde se describen las técnicas empleadas. 

En el capitulo cuatro, se hace una discusión de los resultados 

obtenidos comparándolos con los reportados en la literatura. 

En el capítulo cinco se concluye sobre los resultados obtenidos en éste 

trabajo y se plantean las recomendaciones para trabajos posteriores. 
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OBJETIVOS 

OBJETIVO 

Seleccionar las condiciones favorables para la desulfuración, por la via 

biológica, de combustóleo mexicano. 

METAS PARTICULARES 

i. Evaluar la actividad sulfato-reductora y el crecimiento de veinticuatro cepas 

anaerobias, con el fin do seleccionar las más aptas para el proceso. 

ii. Comparar el crecimiento de los microorganismos en varios medios de cultivo 

y a partir de esto formular un medio propicio y económico para el proceso. 

iii. Identificar los parámetros a controlar en el proceso y seleccionar las 

condiciones favorables de los mismos para la biodesulfuración. 

iv. Demostrar que las cepas seleccionadas son capaces de degradar 

compuestos organosulfurados presentes en el combustóleo. 

v. Realizar una prueba de biodesulfuración en combustóleo. 

IV 



CAPITULO 1 

1. INTRODUCCIÓN 

El creciente problema de la contaminación producida por el uso de combustibles fósi­

les ha suscitado la necesidad de implementar legislaciones en materia ambiental cada 

vez más estrictas y por consiguiente de procesos y combustibles más limpios. 

En el caso de la contaminación por oxidas de azufre (SOx), esta genera graves pro­

blemas al equihbno ecológ1co, asi como también de corros1ón, ya que al combinarse con 

la humedad del ambiente produce úc1do sulfúrico que ocasiona el deterioro de matenales 

de construcc1ón, bosques y ecosístemas completos 

Las emisiones de SOx se deben en gran rned1da al uso de combustibles fósiles 

(carbón y combustóleo principalmente) para calefacc1ón y producción de energía eléctn­

ca. Por ello se prefieren combustibles con alto poder calorifico, y baJo contenido de azu­

fre. Por su parte, los crudos y sus derivados que México produce y exporta se caracteri­

zan por su alto contenido de azufre (entre 1.5 y 4.5°/o) que sobrepasa los rcquenm1entos 

internacionales para cumplir con las emisiones al .:ure permitidas para los óxidos de azu­

fre (menor al 1 º/o). Esto hace que el petróleo mexicano y sus derivados se coticen a un 

costo entre 35 y 40°/o menor qu<:: el de otros p<'líses cuyo contenido de nzufre es inferior 

Existen varias soluciones al problema de la contaminación por óxidos de azufre tales 

como la implementación de equipos de control, desarrollo de sistemas de combustión que 

reduzcan las emisiones o emplear combustibles alternos libres de azufre, pero dada la 

importancia económica del petróleo en México, surge la necesidad de tratar las fracciones 

para reducir su nivel de azufre 

La biodesulfurac1ón de combustibles fósiles consiste en el uso de n11croorganismos 0 

enzimas derivadas de microorganismos para degradar los compuestos con azufre presen­

tes en el carbón, petróleo o sus fracciones 



Capitulo 1 Introducción 

La biodesulfuración presenta muchas ventajas. comparadas con los procesos tradi­

ciones de desulfuroción, como son· menores costos de inversión y operación por el uso 

de temperaturas y presiones de operación bajas. adernás no existe el requerimiento de 

costos catalizadores metálicos ni de suministro de hidrógeno. 

El grupo de trabajo Tratarmento y Reúso del Instituto de Ingeniería, ha iniciado un 

proyecto de investigación sobre la remoción biológica de azufre en el petróleo y sus deri­

vados, tales como el combustóleo. El objetivo es determinar la aplicabilidad y grado de 

remodón de los compuestos de azufre en las fracciones medras y pesadas del petróleo 

mexicano para desarrollar una btotccnologia que pueda competir ventajosamente frente a 

otros métodos de remoción empleados comUnn1ente Como pnmer etapa. se estudia el 

caso del combustóleo 

El desarrollo de un proceso b1otecnofóg1co corno.-:/ propuesto invo!ucr.:::i varias etapas 

tales como (Winkler 1990). 

• Diseño del an1bicntc favorable para el proceso. lo que representa definir una 

serie de parametros que serán las condiciones de proceso 

• lngenicrla de Fermentación. rncluye el disef'io, desarrollo y construcción del 

reactor así como ros requenm1ento de la planta para mantener el ambiente dise­

ñado 

• Desarrollo do tos organismos. Esto consiste en la selección de cepas que tenga 

un alto rendimiento. Es decir se deben buscar organismos que tengan una alta 

velocidad de crecimiento y de producción (o degradación) del producto deseado 

así como el menor consumo de sustrato 

La presente tesis se enfoca principalmente en el pnmer punto (diseño del ambiente). 

es decir, seleccronar las condrciones fis1cas y quirr11cas mas favorables pnra el proceso y 

parte en el tercero (desarrollo de los organismos) no siendo ... m desarrollo propiamente 

sino mas bien una selección de los microorganismos mas apropiados. 

Por lo que respecta a la ingeniería de fermentación se pretende que el presente tra­

bajo pueda sentar algunas bases para el escalamiento del proceso. 



CAPiTUL02 

2. ANTECEDENTES 

2.1. COMBUSTÓLEO. 

El combustóleo es un combustible de tipo residual, es decír, un producto de los 

fondos de la destilación en la refinación del petróleo. Una definición aceptada de 

combustóleos es proporcionada por la especificación de la American Society of Testing 

and Materials (ASTM) O 396 para combustóleos·. La ASTM define seis grados los cuales 

se describen en la Tabla 2. 1. 1 

PROPIEDAD 

Gravedad Especifoea 60/60"F 
(grados API) 

Temperatura de inflamación 
·c1·F¡,m1n 
Viscosidad o;:mem~t1c.a mm" Is 
a 3e·c (104ºF) mln 

m•x 
a .co·c (104.F) mln 

m>x 
a 1oo·c (212.F) min 

max 
Temp de destllacion-c(·F1 
10"4 wol recuperado. rnax 
90"Yo vol rocuperado. rriln 

m•• 
Axufre ".4 en P'@'SO. mtu 
Cenaa (%en mmu1). tmli>< 
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Tabla 2.1 1 Requenmientos detallados para combustóleos 
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En México, el principal tipo de combustóleo que se produce es el pesado de acuerdo 

a información de Pemex-Refinac1ón, este tipo de producto en nuestro pais tiene las si­

guientes características (Franco 1996) 

• Temperatura de inflamación: ºC 66 Mm. 

• Temperatura de escurrimiento: ºC 15 Mtn. 

• Agua y sedimento% Vol.. 1.0 Máx 

• Viscosidad S.F. a SO"C Seg.: 475/550 

• Azufre º/o en peso· 4°, 4.4°
0 

2.1.'1. Importancia del combustóleo como energético_ 

El combustóleo se utiliza ampliamente como combustible en diversos procesos indus­

triales y esto se debe en gran medida a su alto poder calorlfico y a su baJO costo por ser 

un residuo de la refinación del petróleo. 

En la Tabla 2. 1 2 se enlistan diferentes sectores y su consumo de combustóleo du­

rante 1994. Como se puede observar su principal aplicación es la generación de energia 

eléctrica, esto debido a que dado su bajo costo. alto poder calorífico y disponibilidad, re­

sulta un combustible atractivo para este propósito. contnbuyendo durante 1994 en más de 

las dos terceras partes de la generación de energía eléctrica a nivel nacional. 

En la Tabla 2. 1.3 se muestra una relación de la generación de energla eléctrica acor­

de a cada uno de los sistemas existentes en México. En esta tabla podemos observar 

que los sistemas Termoeléctricos, que emplean primordialmente combustóleo, constitu­

yen el 85.42% de la producción nacional. 

En la Tabla 2.1.4 se detalla cada sistema y su consumo de combustible durante 

1994. Se puede ver la importancia del con1bustóleo, ya que representa más de la mitad 

del consumo total de los sistemas termoeléctricos (68.23º/o) empleándose pnncipalmente 

en sistemas de vapor y duales. 

Refinerlas Cadererta, ~11natitlan, Salamanca, Sahna Cruz y Tula 
Refinec-la de Ciudad Madero 

___ :A 
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CONSUMIDOR PETACALORIAS % DE CONSUMO 

GENERACIÓN DE ENERGfA ELtCTRICA 189 7 73 06 

SECTOR INDUSTRIAL 
Industria Cementera 20 6 7.93 
Industria Qulm1ca 11.2 4.31 
Industria Azucarera 77 2.97 
Industria S1derUrg1ca 4.8 1.85 
Industria de Celulosa v Papel 38 1.46 
Industria Cervecera v Malta , , o 42 
Otras ,, 9 4 58 

SECTOR TRANSPORTE 
Mar1t1mo 05 o 17 

SECTOR COMERCIAL 
Comercio 84 3 24 

TOTAL 259.7 100 

Tabla 2.1.2 Consumo de combustóleo durante 1994 (SEMIP 1994) 

GENERACION DE ENERGIA ELÉCTRICA 

PLANTAS DE GENERACI N BRUTA 1994 
GENERACIÓN Gwh % 

HIDROELtCTRICAS 20,048 14 58°/o 

TERMOELtCTRICAS 117,470 85.42% 
Vapor 77,023 56.01% 
Ciclo combinado 9,099 6.62% 
Turbogas 456 0.33% 
Combustión mtema 249 0.18°/c 
Geotermoeléctrica 5,598 4.07% 
Dual 7,770 5.56% 
Carboeléctrica 13,036 9.48%, 
Nucleoeléctrica 4,239 3.08% 

EOE•-E"CTRICAS no representativa 

TOTAL 137.518 100.00% 

Tabla 2. 1. 3 Generación de energla eléctrica a nivel nacional durante 1994 
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CO'.IBUSTIBLES Tlpode ¡GeneraDOn 

Termoeléctrica Bru:a Co:r!Just:.:eo Gas 

IGwh M1x101 Teracal M1X101 Teraca: 

C:esel 1 Caroon uo, Total 

1 
VAPOR 1 77023 17,083 1i0112 l&Ol 

1 
CICLO 1 9091 105 1 044 22Ci.1 
COMBINIJlO 

TURBOGAS 4$6 67 

COMBUSTIÓN 249 
INTERllA 

33 1 331 

2376' 

16,6'8 

565 

M1X10' ¡rw:al ho11X10'1Tera::a1 MVD!ST Teracal Teracal 

1 
--
--

te 1 165 194.041 

1 --
20.829 

-
l2j ¡ 1.137 

-r--¡--t~--l--~L 
-

''·33 ,¡~ -1--r-+_:_j__:____l~ 
1 -

633 ]j r;·; 
1 --¡-- - --

-
·~ DUAL 5 SS~ ---~d~L_J _ ~-J :-, . 

' 
1 

1 1 -1 --r----¡--f---+_:_~-"~--~ 
-

30.740 
-------
CARBO· 13035 
Eltcrn1rf. 

--1--T-i - 1.-¡-., 
.-----+----~ -- ' -¡ 

NUCLEO· Jm , -+-- --¡·-·-t---i---11--l-----l---J 
ELÉCTRICA -- . L . . 1 6,077 11,530 11,530 

1--__ _,____ 1 _e_ __ 
109.l~J 109.ióJ 1 19.041 5 020 1 42,977 344 1 3177 r:--:--:--r--t---i---1-----l 

66J6 l 3J635 

6.6'6 1 306); 1 6 077 TOTAL 11,530 l 277,990 

PORCENTAJE 168.23% 1 i 11.m~ 1 j rnv. 11.0l'h 4.15',\ 1100.00% 

T ab~a 2 1 4 Compara(;10~ ce kls é1 1e·~r·'.c'.i s:sterr.as t¡;r!T'.0';!1éc:nccs y sus ccrr,!J~sl bl~s .:~ra~tt i994 (sector elécbco na:10nal) 
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Las ventajas y desventajas del uso de combustóleo se derivan de sus caracteristicas, 

composición y precio con relación a otros productos. Podemos decir que es más fácil de 

manejar y transportar que el carbón y mucho más dificil que el gas y otros hidrocarburos 

menos viscosos. 

El combustóleo tiene el inconveniente de la presencia de sustancias que dan lugar a 

emisiones indeseables de contaminantes y problemas de corrosión. Por otro lado, la re­

lación costo-poder calorífico lo hace un energético muy atractivo comparado con otros 

(ver Tabla 2. 1.5). 

COMBUSTIBLE PODER CALORIFICO COSTO• COSTO/ENERGIA 
$/Kcal 

CombustOleo 39, 759.0 BTU/I 170.0 $11 4.27 

Gas Natural 33,563 O BTU/m3 243.0 $/m3 7.24 

Diesel 36,679.0 BTUn 516.0 $11 14.06 

Carbón Micare 18, 135.0 BTU/Kg 103.0 $/Kg 5.68 

•Snc::tuye 15%de IVA. (anuanodeC F.E.,1990) 

Tabla 2.1.5 Valores comparativos de poder calorlfico y costo para algunos combustibles 
industriales. 

2. "1.2. Contenido de Azidra. 

El combustóleo y en general el petróleo mexicano tienen un alto contenido de azufre 

(de 1.5 a 4°/o) en comparación con los combustibles fósiles de otras partes del mundo. En 

la Tabla 2. 1.6 se enlistan petróleos crudos de varias regiones , donde se observa que el 

petróleo tipo Maya presenta la mayor cantidad de azufre. 

PEMEX clasifica a los combustóleos de acuerdo al contenido de azufre en pesados, 

intermedios Y ligeros. El procentaje de azufre en peso para el combustóleo pesado va de 

3.0% en adelante, para el combustóleo intermedio de 1 .5 a 3.0% y para el ligero menos 

del 1.5%. 
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El contenido de azufre en el combustóleo varia de acuerdo a la refineria y al tipo de 

crudo del cual proviene. Asl tenemos que un combustóleo de la refinación de crudo tipo 

Istmo tendrá de 1.9 a 3.9º/o. uno de crudo Maya de 4.3 a 5.3% y uno de Olmeca tendrá de 

1.42 a 1.6 % en peso de azufre. (Manrlquez et al. 1991). 

Debido a la complejidad del combustóleo no se cuenta con datos sobre la proporción 

y el tipo de compuestos organosulfurados presentes en él. En la Tabla 2.1. 7 se enlistan 

algunos compuestos representativos existentes en los petróleos crudos. esta lista se pue­

de tomar como una buena aproximación para el combustóleo por ser éste un residuo, ya 

que la mayorfa de estos compuestos se concentran en el combustóleo al refinarse el pe-

tróleo. 

Crudo º/o de azufre 
Istmo 1.5 
Maya 3.3 
Olrneca o.a 
Kuwait 2.6 
Medio Oriente 1.5-3.0 
rvenezueta 1.7 
Miss1ssipp1 1.6 
California 1 o 
Can ad A 0.44 
Amca del Norte 0.18 
Lejano Oriente 0.10 

Tabla 2 1 .6 Contenido de azufre en algunos petrOleos crudos. 

NOMBRE 

Tioles (mercaptanos) 

D1sulfuros 

Su•turos 

Tiofenos 

Benzot1ofenos 

Oibenzot1ofenos 

ESTRUCTURA 

R-SH 

R-S-S-R. 

R-S-R' 

Tabla 2.1. 7 Compuestos organosulturados presentes en el petróleo. 
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Nombre Punto do ebulllclón ºC •/.en peso 
1-Butanotiol 98.4 Traza 

1-Propanotiol 67.5 0.00041 
2.2-Dimetil -3- t1opentano 120.41 0.000058 
2.4-Dimetil -3- tiopentano 120.02 0.00053 

2-Butanotiol 85.15 0.00386 
2-Hexanotiol 138.9 0.0028 

2-Metil - propanot1ol 64.22 0.00055 
2-Mettl -1- propanottol 88.72 0.00003 
2-Metil -2- butanot1ol 99.0 0.00064 
2-Metil -3- t1opentano 107.4 
2-Metil 3- t1ohexano 132.05 o 000078 

2-Met1lt1oc1clopentano 133.23 0.0023 
2-Met11t1ocl1clohexano 153 0<4 o 0029 

2-Pentanotiol 112 9 0.0014 
2-Propanotiol 52 56 0.00199 
2-Tiobutano 66 65 0.00222 
2-Tiohexano 123.2 0.000077 
2-Tiopentano 95.52 0.00030 
2-Ttopropano 37.31 0.00088 

3. 3-D1met1l -2- t1obutano 99.0 
3-Metil -2- butanotiol 109.8 
3-Metil -2- tiobutano 84.81 0.00064 
3-Met1lt1oc1clohexano 158 04 0.000024 
3-Met1lt1oc1clopentano 138.67 0.00046 

3-Pentanotiol 113 9 0.00057 
3-Troheptano 144.24 0.000078 
3-T1ohexano 118 50 0.00012 
3-Tiopentano 92.10 0.00075 

4-Metil -3- t1ohexano 133.65 o 00050 
4-Metilt1ociclohexano 158.64 0.000048 

C1clohexanot1ol 158 8 o 0012 
C1clopentanot1ol 132 2 

cis-2. 5-01met1lt1oc1clopentano 142.28 0.0024 
D1benzot1ofeno 332 

D1su1furo de d1benz1ro 
Etanot101 35.00 0.00530 

Metano tío! 5.96 0.00240 
Sulfuro de d1fen110 

T1oc1clohexano 141 75 0.00032 
T1oc1clooentano 121 12 o 000077 

T1onaftono 64.2 
trnns-2,5-D1met1Jt1oclclopentano 142.0 o 0025 

Tabla 2 1.8 Compuestos azufrados que se han encontrado en et petróleo. 
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2.2. QUIMICA DEL AZUFRE. 

2.2.1. Ciclo del Azu'fre. 

El ctclo de azufre es un proceso natural mediante el cual se producen, degradan y 

asimilan una serie de compuestos azufrados para permitir un equilibrio. En la Figura 

2.2.1 se muestra una representación esquemática de los nujos de azufre que se presen­

tan en la lttosfera. el agua y la atmósfera. En este esquema se expresan con números 

romanos los flujos y con números arábicos la magnitud de los mismos, expresada en to­

neladas por año. So denota con círculos las emisiones antropogénicas. 

•trnósfera continental 

Figura 2.2. 1 Cielo biogeoquimico d>'.'I ~zufrc. Mod1f1c.ado de tvanov (1993) 

Se puede observar quo los flu1os nntropogénicos tionen un peso considerable en el 

balanco global. Entre los mas importantes podemos destacar: La industriallzación de mi­

nerales con azufre (169 Ton/año). el usos de fertilizantes (28 Ton/año) y las emisiones 

por combustión (113 Ton/año) que representa un grave problema ambiental. 
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por combustión (113 Ton/ai'io) que representa un grave problema ambiental. 

Las emisiones a la atmósfera se encuentran conformadas por H 2 S de la descompo­

sición de materia orgánica y óxidos de azufre resultado de ra combustión. De estos com­

puestos se desprenden una serie de procesos donde intervienen el oxfgeno y la radiación 

solar. En la Figura 2.2.2 se muestran fas reacciones atmosféricas que ocurren en el ciclo 

del azufre y algunas que se dan en el suelo. En si, la reacción por si sola es lenta. pero el 

proceso se acelera en presencia de hidrocarburos y otros contaminantes asociados con 

las emisiones de vehículos (OMS 1982). 

combustión 

H,S > {g;} 
r l (ho,as) 

--\--so, + fü} 
Bacterias 
anaerObias l(horas o días, mas 

del ~suelo 'ªP;d::~n soludón) 

! (segundos) 

H2S04+ X 

¡ 
xso .. 

Figura 2.2 2 Reaccmnes que participan en e! ciclo de azufre. 

2.2."I .. "l .. Clclo biológico del azurro .. 

Como se puede observar, tanto en la Frgura 2 2.1 como la 2.2.2. los organismos vi­

vos constituyen una un eslabón indispensable en el crclo del azufre. En Ja F1gur-a 2.2.3 se 

muestran los principales mecanismos en donde participan los seres vivos en el ciclo de 

azufre. 
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Los principales depósitos naturales de azufre y compuestos azufrados los constituyen 

los sulfatos y sulfuros minerales, asi como los depósitos de azufre elemental. 

Las transformaciones microbianas del azufre pueden ser agrupadas en cinco catego­

rias: (Alvarez, 1983) 

• Reducción asiml1aton·a de sulfatos. En este proceso el sulfato es usado como fuente 

de azufre para la biostntesis de compuestos organosu\furados en plantas, hongos y 

microorganismos. 

• Mineralización. Los productos formados en el rompimiento de los compuestos or­

gánicos azufrados varlan en relación con el tipo de compuesto y microorganismo, 

asi como de las condiciones ambientales. La degradación de materia orgánica 

muerta de plantas y microorganismos. da como resultado la formación de ácido 

sulfhídrico, este puede ser oxidado ó precipitar como sulfuro por la presencia de 

metales pesados (mineralización). 

• Oxidación de su/furo. El grupo más numeroso de microorganismos que utilizan el 

azufre inorgánico es el de las bacterias, aunque se ha encontrado que algunos 

hongos y act1norriicetos pueden también oxidar formas reducidas del azufre in vitro. 

La oxidación puede ocurrir de forma espontánea cuando se encuentra suficiente 

oxigeno o nitratos. por otr-a parte la oxidación biológica se da bajo condiciones 

aerobicas. anóxicas y anaerobias. En presencia de oxigeno y nitratos, las bacterias 

oxidan el sulfuro a azufre ó incluso sulfatos. Los electrones del sulfuro son usados 

para convertir el oxigeno ó nitrato en H 2 0 y N 2 . Los electrones también pueden ser 

usados para la reducción de C02 . La oxidación anaerobia de sulfuro es llevada a 

cabo por las bacterias fototróficas de azufre. Estas bacterias usan los electrones del 

sulfuro para la reducción y asímilación del C0 2 . 

• Reducción da azufro (desasimilación). La reducción biológica del azufre elemental a 

sulfuro usualmente se lleva a cabo por bacterias sulfato-reductoras, donde el dona­

dor de electrones usualmente es acetato. 
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• Reducción de sulfato (desasimilación). La reducción biológica de sulfatos a sulfuro 

se lleva a cabo por bacterias sulfato-reductoras. Estas bacterias usan H 2 y com­

puestos orgánicos como donadores de electrones. 

1 r-1UCCK:lo as1m1lator1a de suttorto 
2 rnineral~ac10n 
3 OJ<ldac>On dl"! Su'turo.. 

4 reduc<..10n de azufre 
5 O>odac100 de azufre 
6 rt."ducc•ón desas>fT11latorta 

de :su~;:rto 

Figura 2 2.3 Ciclo bio\Og1co del azufre. 

En la Tabla 2.2. 1 se enlistan varios microorganismos que emplean compuestos con 

azufre en su metabolismo. 

13 
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MICROORGANISMO 

Th1obac1//us th1oparus 
T. neapolitanus 
T. ferrox1dans 
T. concrotivorus 
T th10;,odante 
Desulfov1bno dosulfuncans 
D vufg.'"Jris 
O giqas 
Desulfobacter 
postqato1 
Dasulfobulbus 
propionicus 
Desulfococcus 
mult1von1ns 
Desulfon1on1/e 

Dosuffom1crot11um so 
Dosulfonerna 
l1micola 
O macnun1 
Dosuffo:;;1rcrr1il 
vanab1/ts 
Desulfototn<lcvl11n1 
nignfic<Jn.<; 
O anf<irt1cun1 
Dosulfo~"lrcul11s 

baarsu 
Rhodococ::-us ''1od<>cl1rvus 

b<lcleri;:is ;;irroh1.i-:. Gram{-> que crect'n 
en carbazol 
PsPudorrion.:ls ~;p 

SUSTRATOS 

Azufre elemenlal 
Tiosulfatos 
Sulfuros 
Sulfitos 
Pohl1onalos 
Sulfatos 

Sulfatos 

Sulfatos 

Sulfatos 

Sulfatos 

Sulfatos 
Sulfatos 

Sulfatos 

Sutf,U<:JS 

Sulfatos 

Azufre• org."'1n1co d<.•t11tar10 del carbon 

D1lior.zot1ofcno. bt.'n:;::o\!olcno, t,.-intrt.•no. 
110:..1ant1nri 

D1benzo11ofeno 

l--0~~~:.oc~º"';o"'º~"'~'-"':occ:"°:~co'~'-""C,r~'°'""'~;c·:,~.cc~"'=~.----+é~C'=~C-;~:'-; "-~;~~=~~:~: de carbón b1tumrno~o 
Entcrob;:ictcr :;o 
Pseudorr1011as nv1uq1TJOS..J 

Bacilfus sph."lr>nc11s + Entorob.Jctor so 

Psvudn1nonas rT1.irtoph1/11 

P.svudonicin~s so 
Rhodopsoudornon:1s sp 
Th1ocaps.-. rosvopors1c1na sp 

ú1bcnzot1of~no 

D•bt"'nzotiolt.:no 
/....z.utr~.· orq.1n1cr.i 

D•bl:':-izot1ofcno 
Sullo<icot.a!o. sutfosucc1n.i10, !e!r<Jn1etol 
:>ulf11no. b"°nccn sulfonato. toluen s~1lfo­
n:ilo. 3-p1nd1na sul:onato. 2·su!fo b~·n 

zoalo, 1-n<tf!alon su:fonato. 2.naft;;il~n 

sulfon;:i\o. ~.ulfoprop1I p111d•n1ina 

T1ofeno 
r~1ercaptomala!o. H~S. rnalato 
3 Mercaptoprcp10nato. H~S. rnerc."lplo­
ma1.;;ito 

Antecedentes 

REFERENCIA 

Starr ot al (1981) 

W1ddel y Bak (1991) 
Starr ut al. (1981) 

Widdel y Bak ( 1991) 
Starr ot al. (1981) 
Wrddel y üak (1991) 
Starr ot al (1GB1) 
Widdcl y Bak (1991) 
Starr et al (1981) 
Widdel y But>;; ( 1991) 

Vlf1ddel V Bak (1991) 
W"1ddel y Bak (1991) 
Starrctaf (1981) 

W1ddel y tí.:ik (1&H1) 

~~:~ ~~ :~~ .~~~~~·~~~~'~, --~1 

Kilbanu y J;;ickou:>l-.1 
(1992) 

Kodam<l nt al (1973). 
Yumad.-:i (Hf6P.) 

Karg1 y Rot>m~on ( 1986 
B1eluqa y K1loane {1989) 

Huu V ldSkln 1197ü) 
B•elaoo v Ktibane (1989) 
Mal1k. (1978) 
Gc<.k<1v" Yurten ( 1~83) 
Kncctit (1U51 l 
Le•~ y Cl~rk 11 ~'J93) 

Ohta O( DI ( 1990) 
Kunt<1 et al {1971) 
V•sscher v Tavlor (i993) 
V1sscher y 1 aylor (1993) 

Tabla 2 2 1 Algunos m1croorgnnismos que metabolizan compuestos con azufre. 
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2.2.2. Contaminación por SOx y lluvia ácida. 

Si bien el azufre se encuentra en forma natural en grandes cantidades formando di­

versos compuestos tanto en el aire como en la tierra y agua. las contribuciones que pro­

vienen de las actividades humanas por lo general tienen una importancia primordial en las 

zonas urbanas. En particular, se considera que el empleo de combustibles para la cale­

facción y fa producción de energia causa la mayor parte de la contaminación por óxidos 

de azufre y partículas a que está expuesta la población en general. 

Existen dos tipos de fuentes: las fijas que constituyen principalmente a las industrias 

y las móviles que comprende a los vehiculos automotores. Las fuentes fijas contribuyen 

en mayor proporción que las móviles por su alto requerimiento de combustible pero estas 

últimas tienen un efecto especialmente intenso sobre las concentraciones de las zonas 

habitacionales, ya que las emisiones se producen carca del nivel del sueJo. 

En la zona metropolitana de la ciudad de México se calcula que durante 1989 se 

emitieron a la atmósfera 205, 726 Toneladas de bióxido de azufre. De los cuales el 28.3°/o 

provino de plantas Termoeléctricas y el 32.0%. de la Industria (Cuadri y Sanchez. 1994). 

En los Estados Unidos de América las emisiones durante 1994 fueron aproximada­

mente de 20 millones de toneladas. La'3 plantas generadoras de energia eléctrica 

(sistemas de vapor y ciclo combinado principalmente) contribuyeron con cerca del 70% de 

las emisiones anuales de S02 y el 30''/o de NOx. 

En Jos ürtimos años se ha incrementado el mterés por el destino final de los óxidos de 

azufre provenientes de la combustión de energéticos. Parte de ese interés se concentra 

en la naturaleza de los productos de las reacciones y sus posibles efectos sobre la salud, 

ademas de los efectos ecolóqicos de es.to$ productos cuando se depositan y su probable 

papel como aerosoles en la modificación global del c/imn. 

Parte del dióxido de azufre que se emite al .ülire es eliminado como tal por diversas 

superficies, que incluyen el suelo, el agua y la vegetación. Se ha calculado que en el Rei­

no Unido aproximadamente el 25o/o del dióxido de azufre se elimina mediante estos pro­

cesos directos (depósito "seco"), el resto se transforma en ácido sulfúrico o sulfatos me­

diante una serie de procesos. en presencia de humedad, que en su mayoría son arrastra­

dos poi" la Uuvia ("lluvia ácida·) (OMS 1982). 

15 
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La deposición ácida o ·uuvia ácida·, como se le conoce comúnmente, tiene lugar 

cuando las emisiones de óxidos de azufre ($02 ) y nitrógeno (NOx) reaccionan en la at­

mósfera con agua, oxigeno y otros oxidantes para producir ácido sulfúrico y nítrico, res­

pectivamente, que se deposita en la tierra; ya sea en forma seca (como gas o particulas) 

o en ~orma húmeda (como lluvia, niebla o nieve). 

Las reacciones son las siguientes: 

S02 + Y.iOz - S03 

S03 .... H20 - H2so .. 

Si bien este proceso de autodepuraci6n limita la acumulación de compuestos de 

azufre en el aire. y por lo tanto disminuye los efectos sobre la salud. la "lluvia ácidak que 

se produce constituye un grave problema al ambiente. 

Los problemas que acarrea las deposiciones ácidas son los $iguientes: 

• Acidificación de cuerpos de agua. principalmente lagos y arroyos, afectando con 

esto tanto a la flora corno la fauna presente y por lo tanto el equ1hbrio del ecosis­

tema. 

• Daño a bosques. La ·11uvia ácida· no mata a los arboles directamente. más bien 

se trata de un proceso de deb1htac16n que puede ser: daño a las hojas. acidifica­

ción del suelo y disminución de la concentración de nutrientes 

• Corrosión en materiales do construcción y pintura. Este es el problema mas co­

nocido. ya que resulta evidente el deterioro de muchas construcciones clásicas y 

esculturas 

Dada la importancia del problema de la contaminacrón por S02 y M!luvia ácidaH se 

cuenta con varias soluciones: 

).o- Uso de combustibles alternos o con bajo contenido de azufre. 

-,.. Desulfuración de los combustibles fósiles. 

:..-- Implementación de sistemas de combustión de lecho fluidificado que emplean 

carbonatos de calcio y magnesio p~ra precipitar los óxidos de azufre. (Diaz 

1996) 

;.. Uso de equipos de control. 

.. 
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La implementación de nuevos sistemas de combustión 6 el uso de equipos de control 

implican costos de instalación y operación, ademas de una nueva problemática que es la 

eliminación de los residuos producidos por estos sistemas. Por otra parte el uso de com­

bustibles alternos depende de la disponibilidad de estos y la relación costo poder calor-ifi­

co, mientras que la desulfuración depende de tecnologias eficientes y también le añade 

un valor agregado al costo de la energla. Como podemos ver todas estas posibles solu­

ciones presentan un inconveniente económico y/o tecnológico. 

2.2-3. Efectos de tos óxidos de azufre a la salud. 

El dióxido de azufre es un irritante respiratorio muy soluble en las superficies húme­

das de las vfas respiratorias. Como consecuencia de su gran solubilidad. la mayor parte 

del dióxido de azufre se absorbe en la nariz y en las vfas respiratorias superiores. siendo 

muy escasa la cantidad que llega directamente a los pulmones. Las concentraciones en 

extremo elevadas pueden exceder la capacidad de absorción de las vias respiratorias su­

periores y provocar la muerte o alteraciones patológicas en el aparato respiratorio de los 

animales de experimentación, tales como edema laringotraqueal y pulmonar. (OMS 1982) 

En estudios realizados con voluntarios, en condiciones controladas y exposiciones 

breves (de hasta 24 horas). se observaron las modificaciones de la función respiratoria y 

efectos sobre les órganos sensonales y renejos. 

En la Tabla 2.2 2 se muestran algunos efectos del dióxido de azufre sobre las funcio­

nes respiratorias y en la Tabla 2.2.3 la concentraciones lim1:e de ácido sulfúrico y dióxido 

de azufre para producir efectos en humanos. 

17 
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ConcentraclOn Tiempo de ex-
(ppm) posiciOn 

(min) 
1-6 10 

10-30 

15 

60-180 

0.75 120 

0.37 120 

Antecedentes 

Efectos Referencia 

Aumento de la frecuencia del Amdur et a/.,(1953) 
pulso. d1sminuciOn del volumen 
vent1latorio, aumento de la fre-
cuencia resp1ratona 
Aumento de ta res1stenc1a pul- Frank et al .(1962) 
monar 
Aumento de ta resistencia pul- Snell y Luchsinger, ( 1969) 

01sm1nuc10n de la secreción na- Andersen et al.,( 1962) 
sal de moco y de la anchura de 
las fosas nasales 
A los 30 min, leve efecto sobre Bates y Hazucha. (1973) 
la capacidad vital forzada , vo-
lumen de respiración forzada 
durante un segundo asl como el 
nu10 m~ximo en el punto medio 
y el ftu¡o respiratono max1mo al 
50'%. 
N1ngUn efecto en las pruebas Ba1es y Hazucha. (1973) 
antenores de la función pulrno-

Tabla 2.2.2 Algunos estudios de laboratorio acerca de los efectos de expos1c1ones breves al d16x1do 
de azufre sobre la función respiratona. {OMS 1982) 

Concentrnc1ones hmctc (µQ/m ) 
Efectos Ac1do Sulfúnco D1óx1do de? Azufre .Ac1do SulfUnco -+- D16xido 

de Azufre 
Perccpc16n de 010,- e 1rr1ta- O 6 a o 8~ 1 6 a 2 P O 3 + 0.5 
c1ón de la mucosa 
Supre~16n d~~ la adaptación 
a la obscuridad 
Elevación de? la cronaxia 
Oot1ca 
Alteración del ri!mo alfa 
Condic1onam1ento del ,-ette­
io electrocortical 

063 a0.73 

0.73 

o 63 
04 

o 92. 03+05 

1 5 a e+ 1 2 

0.9 0.3-+ 0.5 
0.6 o "15 +o 5 

6 0.3 + 0.25 

Tabla 2.2.3 Concentraciones hm1te de dióxido de azufre y ac1do sulfunco requeridas para producir 
efectos sobre las funciones sensoriales o reflejos en humanos durante exposiciones breves {OMS 
1982) 
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2.3. DESULFURACIÓN. 

2.3.1. Reacciones de desulfuración. 

La reacción de hidrógeno molecular con un hidrocarburo, como tos que constituyen el 

petróleo, se denomina hidrogenación (Hastings y Van Driesen 1988). Como se muestra en 

la Tabla 2.3. 1. el campo de la hidrogenación se subdivide en tres tipos de reacciones más 

especificas. La saturación es la adición de hidrógeno a compuestos aromáticos o a com­

puestos con dobles o triples ligaduras sin que haya rompimiento de enlaces. Cuando en 

una reacción con hidrógeno hay rompimiento de uno o más enlaces. esa reacción se de­

nomina hidrogenólisis. La reacción de hidrogcnólisis en la que hay ruptura de enlaces 

carbono-azufre se llama h1drodesulfurac16n. Por otra parte, las reacciones de hidrogenó­

lisis en las que hay ruptura de enlaces carbono-carbono se conocen con el nombre de hi­

drólisis. En las refinerías se efectüa también la ruptura de enlaces cnrbono. carbono­

azufre y azufre-azufre a altas temperaturas y en ausencia de hidrógeno. Este tipo de 

ruptura se denomina desintegración (o p¡ró!is1s, segun sea el caso). Dos ejemplos desin­

tegración son la desintegración c<01talit1ca y ln desintegración suave (no catalit1ca) 

Las reacciones de hidrogcnólisis se ap11c;'ln en el procesamiento de petróleo con fines 

de desulfurac16n. hidrólisis o una comb1nac1ón de ambas. La diferencia entre estos proce­

sos se encuentra en In clccc1on del c;:ital1z<ldor y de bs cond1c1ones par<3 lograr el resulta­

do deseado 

Saturación 

Benceno + 3H= 

Hidrodesulfuración 

R-SH + H= --- RH + H.:-S 

r-'J 
-------­Ctclohexano 

R-S-S-R' + 3H 2 -··----• RH + R'H + 2H 2 S 

Hidrólisis 

R-R' + H:z --- RH + R'H 

Tabla 2.3.1 Reacciones de hidrogenación 

'º 

1 
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2.3.2. Proceso de Desulfuraclón Catalítica. 

Por definición, la h1drodesulfurac1ón consiste en remover azufre con una reacción 

catalítica empleando hidrógeno y teniendo con10 subproducto ácido sulfhidrico Los com­

puestos de azufre presentes tienen diferentes estructuras y pesos moleculares, reaccio­

nan a distintas velocidades para forn1ar H 2 S y diversos cornpuestos con los hidrocarbu­

ros. Durante el proceso de h1drodcsulfurac16n también reacc1onan moléculas que no con­

tienen azufre. Los hidrocarburos oxigenados reacc1on<:1n con hidrógeno a mayor veloci­

dad que los compuestos organosulfurados y los nitrogenados reaccionan a menor veloci­

dad. 

El proceso de hidrodesulfurac1ón no es una reacción espec1f1ca ya que en el combus­

tóleo se encuentran presentes varios compuestos que contienen azufre en su molécula 

con estructuras y pesos moleculares d1st1ntos (mercaptanos. tiofencs. sulfuros, etc). por 

lo que éstos con1puestos ,-eacc1onan a diferentes velocidades 

El proceso de hidrodesulfurac1on es relativamente simple, uno carga de alimentación 

de hidrocarburo e hidrógeno pasa por el lecho de un catalizador a temperaturas y presio­

nes elevadas. Algunos de los átomos de az.ufre unidos a las moleculas de hidrocarburo 

reaccionan con el hidrógeno en la superf1c1e del catalizador para formar sulfuro de hidró­

geno Los cálculos del eqwlibno termodinámico muestran que estas reacciones podrían 

verificarse casi al 100º/o. pero por razones económicas normalmente se limita la aplica­

ción comercial de la hidrodesulfurac1ón (Hastings y Van Driesen 1988) 

2.3.2 . .,.Configuración típica de /os proceso de hidrodcsu/furacíón. 

En la Figura 2 3. 1 se muestra el diagrama básico para un proceso ti pico de hidrode­

sulfurac1ón. En primer lugar se bombeo una carga de alimentación de hidrocarburos líqui­

dos a una presión ligeramente mayor de la que sale de la sección del reactor. La carga 

presurizada se mezcla entonces con gas de reciclaje caliente y se precultenta a las con­

diciones de entrada del reactor. Esta mezcla caliente se hace pasar por un c<:1tali::::.¿:¡dor en 

la sección de reactor a temperaturas de 288 a 454 "'C y presiones de 150 a 3000 psig. El 

efluente del reactor se enfria por intercambio de calor . Los hidrocarburos liquides desul­

furados producidos y el gas de reciclaje se separan a una presión ligeramente menor que 

20 
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la de la sección del reactor. Para separar el H 2 S y los hidrocarburos gaseosos ligeros, el 

gas de reciclaje se depura o purga o ambas cosas, se mezcla con hidrógeno de repuesto. 

se comprime a una presión superior a la de la sección de reactor y se mezcla con una 

carga de alimentación de hidrocarburos liquides. 

El sistema de gas de reciclaje se emplea en el proceso de hidrodesulfurac1ón para 

minimizar pérdidas físicas de hidrógeno, que es costoso. Para las reacciones de hidrode­

sulfuración se requiere una alta presión parcial de hidrógeno en la fase gaseosa para 

mantener altas velocidades de reacción de desulfuración y para evitar la depositación de 

carbono. La alta presión parcial de hidrógeno se mantiene introduciendo dicho gas en los 

reactores a una velocidad varias veces mayor que la de su consumo qulmico. La mayor 

parte del hidrógeno que no ha reaccionado se enfria para extraer hidrocarburos. se recu­

pera en el separador y se vuelve a utilizar. En el proceso se pierde hidrógeno por solubili­

dad en los hidrocarburos liquidas desulfurados que se producen. as! como durante el de­

purado o purga de H;:S e hidrocarburos gaseosos ligeros del gas de reciclaje. 

A fin de mantener una alta presión parcial de hidrógeno en el reactor, el H 2 S y los hi­

drocarburos gaseosos ligeros que se producen en la sección de reacción deben ser depu­

rados o purgados del gas de reciclaje. Una posible elección para lograr este objetivo es 

un sistema de absorción, se puede emplear un sistema depurador con monoetanolamina 

(MEA) o una sustancia equivalente para eliminar H 2 S del gas de reciclaje. Si no se em­

plea ninguno de estos sistemas, puede recurrirse al purgado de parte del gas de reciclaje. 

21 
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compre,.o•<:le 
ga.~ dere-ci~a.¡e 

Figura 2.3 1 Proceso de h1drodesu\f:..:rnc1cn tipico (Kenneth er aJ 1988) 

2.3.3. Proceso de Blodcsulfuración. 

Antecedentes 

Depwrac1cn 
o curo;a.oo 

El concepto de btodesu\furación no es nuevo. las primeras patentes de sistemas bio­

lóg1cos para la remoción de azufre en hidrocarburos de petróleo datan de los años cin­

cuentas (Strawinski 1950. ZoBe\I 1953. Kirshenbaum 1961). Desde entonces y durante 

los Ultimas años se han hecho vonos intentos por desarrollar sistemas biológicos. tanto 

enz1m8t1cos corno bactenonos para la desulfurac16n de combustibles fósiles. Estas y otras 

tecnologias no se nan comercializado aun. debido a que éstos sistemas presentan cinéti­

cas de reacción lentas. 

La btotecno:ogía se ha util1zado ampliamente en la industria petrolera. ya sea en tra­

tamiento de agua o en problemas de b1orremediacién ocas1onados por derrames de hi­

drocarburos. Por lo tanto. no es de extrañarse que las tecnologias propuestas para la 

b1odesulfuraci6n sur¡an de estudios en biorremediación 

Haciendo una revisión de los estudios realizados y las tecnologías existentes en ma­

teria de b1odesulfurac16n podemos clasificar éstas en dos grandes ramas: !a vía reductiva 

y la oxidat1va. Estas dos las podemos subdividir ~r. dos rutas la metabólica y la enzimáti-
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ca, esto dependiendo si se emplean microorganismos ó únicamente enzimas. En la Figu· 

ra 2.3.2 se muestra una clasificación de los sistemas de biodesulfuraci6n. 

Ruta 
enzimática 

Blodesutfuraclón 

~a 

OXldativa 

Ruta 
metabólica 

(StSt8ma nnrvb10J 

Ruta 
enz1rnát1ca 

reductiva 

Ruta 
metabOlica 

($1StBma 1Jf'!8Brob10) 

Figura 2.3.2 Clasificación de los sistemas de biodeo;ulturación 

2 .. 3.3. 'f. Vía Oxidativa. 

Esta se refiere a los sistemas que emplean microorganismos (ruta metabólica) o en­

zimas (ruta enz1mñt1ca) capaces de oxidar el azufre presente en las moléculas organosul­

furadas 

Rut.a Metabólica: Esta se basa en microorganismos que requieren oxigeno como 

donador de o!ectrónes y como resultndo de su metabolismo oxidan el nzufre del las molé­

culas A esta CIGse de orgarnsmos se lc-s conoce como a~robios, por su necesidad de 

oxigeno 

A continuación se muestran algunos sistemas oxidL:lt1vos metabólicos reportndos 

Hartdcgeri en 1984 propuso un sistema para lo dcsulfuracián del petróleo empleando 

una derl'Jactón genéticamente alter~da de Pseudon1onas atcaflgencs, capaz de oxidar di­

bcnzot1ofeno y otras moléculas a productos solubles en agua. Otra aportación es el dise­

ño de un reactor a base de membranas permeables para separar la fase liquida de la 

oleosa. (ver Figura 2.3.3) 
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A mediados de los SO"s, la Atlantic Research Corp. desarrolló una cepa do Pseudomo­

nas capaz de transformar Drt.Jenzotiofeno .::i 2,2'-dihidroxibifenilo y sulfito (Campbell 1993). 

Debido a que tanto er carbón como el petróleo contienen arandds cantidades de 

azufre. se han realizado estudios interesantes en ro que respecta a la biudesulíuración 

que valen la pena mencionar. (EISa\NY y Gray 1991) 

• Chandra e~ al (1979) reportaron que bacterias lleterótrofas fueron capaces dt. 

remover mits dol 20'% del azufre organice presente en carbón dü la India. 

• Gokcay y Yurteri en 1983 reportaron una remoción del 50-57'% de azufre or­

gánico y 90-95o/u de pinta en lign1ta Turca. 

• Knrgi y Robinson ( 1986) reportaron unn remoción del 19~"º en cnrbón bitumino­

so empleando Sulfofobus ac1doca/danu:;. 

~<l!<O .. .'O 

ci.~,.u•rur.i.:;:D 

Figura 2.3.3. Dlser"io ch.· reactor p1opues10 para Ja de.sulfuración de petróleo. 
(Handegan eral 1984) 
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Ruta Enzlnrátlca: Esos sistemas emplean enzimas provenientes de organismos que 

a manera de biocatalizador favorecen la oxidación del azufre de las moléculas. 

Entre los trabajos -reportados se encuentran los estudios realizados por Vázquez­

Duhatl et al. (1993), donde propone el uso de Citocromo C como biocatalizador para oxi­

dar tiofenos y otros compuestos organosulfurados en presencia de peroxido de hidróge-

En tJ"e los estudios mas conocidos en el area de desulfurac1ón biocatalitica se en­

cuentran Jos realizados por Monticello. que propone un sistema para la desulfurización 

catalítica de petróleo y destilados medios_ El diagrama de flujo del proceso se presenta en 

la Figura 2.3.4. El proceso consiste básicamente en la mezcia del biocatalizador (material 

biológico) con el hidrocarburo en un tanque agitado para formar una emulsión. Después 

de cierto tiempo de residencia, la emulsión se rompe y el aceite desulfurado es separado. 

El biocatalizador es recuperado y el azufre separado es precipitado con óxido de calcio y 

removido de la corriente acuosa. Este proceso logra una disminución de azufre del 5 al 25 

ºk. Monticello enfatizó que los principales factores para la aplicación práctica de este sis­

tema son los siguientes : 

• Mejoramiento de la cepa bacteriana y del proceso fetTnentativo. 

• Selección de una configuración adecuada del bioreactor. 

• Selección de una metodología de ruptura de la emulsión eficiente. 

• Determinación de un método de disposición de desechos ( azufre, agua, catali­

zador agotado. etc. ). 
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htdroc.:irburos con~ 
alto conten1d o de 

azulre 

Antecedentes 

Figura 2.3.4 D1.ogroma de un sistema de deSLJJfurac1CJn b1ocatalitica. (Monticelto 1993) 

Una de tas grandes ventajas que que nos propone el sistema biocatalítico es la po­

sibilidad de reciclar el biocatalizador. lo cual no es posible en sistemas enzimaticos. 

2.3.3.2. Vía Reductiva. 

Por lo que respecta a la via reductiva esta presenta la opción contraria a la oxidativa 

es decir la reducción del azufro de las molOculas para producir acldo sulfhídrico. 

Ruta enzimática: No se tiene conocim1ento de sistemas reductivos enzimaticos re­

portados. 
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Ruta metaból/ca: A estos sistemas se les conoce como procesos anaerobios y son 

sistemas que, se desarrollan en condiciones anóxicas, es decir ausencia de oxigeno mo­

lecular. Esta clase de sistemas se basa en las capacidades sulfato-reductoras de algunos 

microorganismos, los cuales emplean los sulfatos como aceptares de electrones en su 

metabolismo, reduciendo estos y generando sulfuro de hidrógeno. La reacción es la si­

guiente: 

En base a esta capacidad se ha propuesto sustituir los sulfatos con compuestos or­

ganosulfurados presentes en los hidrocarburos. Por su parte, Lizama et al. (1995) demos­

tró que tres tipos de bacterias sulfato-reductoras (Dcsulfotomacu/um orientis, Desulfovi­

brio desulfuricans y Thermodesulfobactarium corn1nuno) son capaces de emplear el di­

benzotiofeno como su único aceptar de electrones lo cual se puede extrapolar a otras 

bacterias de la familia de sulfato-reductoras, y por lo tanto pueden ser consideradas para 

la biodesulíuracrón de hidrocarburos. 

Entre los sistemas anaerobios se puede mencionar el propuesto por Zobell ( 1953) y 

los estudios realizados por Kim ot al (1990 y 1995) 

Kim et al.(1990 y 1995), han realizado vanos estudios do desulfuración con Desuffu­

v1bno desu!funcans en vanos petróleos crudos. fracciones y en compuestos modelos, asl 

como sistemas de celdas electroquimicas para favorecer la transferencia de electrone~ 

(Kim et al. 1994). En la Tabla 2.3.2 se muestran Jos resultados del tratamiento de distintos 

petróleos crudos y en la To.bla 2.3.3 de vanas fracciones 

Petróleo crudo Contunido de ..-i.:::ufre \ .. ój Dcsulfuración (ª,;,) 

lranl ligero , 53 10 

Ras-Budran 2.37 5 
Basrah .2 42 6 

Ornan , 15 10 

Kuwait 3.15 17 

Oubai 2.08 16 

Tabla 2.3.2 Desulfurac10n de diferentes crudos usando O desulfuncans M6 
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Muestra Contenido de azufre (º/o} porc1ento de 
OnQen Fracc1on Antes Después desu/furac16n 

lrani .Crudo 1.53 1.38 
LVGO• 1 91 1 95 
LOO" 1 76 1.86 
A-BTMc 2 71 2.23 

Basrah Crudo 2.42 2 27 
365°C + 0 3 72 3 00 

Kuwait Crudo 2 96 2.22 
250-350ºC 1 47 1 49 
365°C + 2.07 o.as 

Fro1cc16n de ta des11lae<On .:il vac10 a t"mperaturas enlre 266 y 361°C 

b Fracción de la de,.tilac•ón <ti vac10 a ten•per<1turas enffe 305 y 41 :-C 
e Fondos dn IJ desl•!ac16n atmosferoca 
"'Fondos de la des11\ac>6n almos~eric.a a J65"C 

98 
o 
o 

17.7 

6.2 
194 

25 o 
o 

58 9 

Antecedentes 

Tabla 2.3 3 Ocsulfurac1ón de diferentes fracciones de tres crudos usando 
D desulfuncans 1\.16 

RCJfcrcnciOl 

Hartdegcn et al 
(1994) 

NR - No reportado 

•/. de remoción tipo de azufre 

01t1cnzo11of~~no 

D1t1enzo11cilef"'o 

microorganlsn10 j tlpo do proce&o 

Ox1dat•YO 
MctatX.l1co 

Tabla 2.3.4 Comparación de los diferentes sistemas b1odesulfuradores reportados 
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El Instituto de lngenierfa de la UNAM se encuentra desarrollando un sistema capaz 

de reducir los niveles de azufre en combustóleo. En la Figura 2.3.5. se muestra el dia­

grama de flujo del proceso. El proceso comprende cinco etapas que son: 

a) Preparación de la emulsión. 

b) Desarrollo de in6culos. 

e) Oesulfuración. 

d) Esterilización y recuperación de combustóleo. 

e) Recuperación de azufre. 

El proceso planteado comienza con la emulsificaci6n del combust6leo en agua, esto 

con el fin de permitir un mayor contacto de los microorganismos que se desarrollan en un 

medio acuoso. Se precalienta el combust61eo hasta una temperatura de 50 a SOºC y se 

mezcla con et medio salino. empleando un emulsificante. (ver Zamora et al 1996) 

Pa•alela a la fase de la emulsificaci6n. se encuentra la preparnci6n del inóculo. Esta 

etapa consiste en desarrollar a los mic>oorganismos en un medio salino con sulfatos y 

una fuente ae ca>bono, permitiendo de esta forma alcanzar un nivel máximo de crecimien-

to. 

Una vez lograda la emulsión y el inoculo ambos se pasan al biorreactor de tipo reac­

tor de tanque agitado (STR) el cual deberá mantenerse con ag1tac16n, temperatura y pH 

controlados. además de conservar condiciones an6xicas en esta parte del proceso. 

Una vez completado el tiempo de residencia la carga desulfurada se debe esterilizar 

para destruir la b1omasa, permitiendo con esto la ruptura de la emulsión y la separación 

de la fase acuosa del combustóleo 

Por otra parte, durante la etapa de desulfuración se genera ácido sulfhldnco, et cual 

debe de ser removido. El H 2S puede absorberse en una columna con solución de sulfato 

férrico. Esto, con la finalidad de oxidar el sulfhidrico. como lo muestra la ecuación 1, y re­

cuperar azufre elemental. Para recuperar el sulfato férrico se emplean bacterias ferro­

oxidantes que oxiden el fierro de ferroso a férrico (ecuación 2). 

H::S + Fe2(SO,h -· s + 2Feso. + H::so. 

2FeSO, + HzSO, + '!h 02 --+ Fe2 (SO.ah + H 2 0 

(1) 

(2) 
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2.4. CONDICIONES DE PROCESO EN SISTEMAS BIOTECNOLÓGICOS. 

Los procesos biológicos al igual que los procesos químicos requieren de un ambiente 

propicio para poderse llevar a cabo Winkler (1990) define tres componentes del ambiente 

para sistemas biotecno16gicos · 

• Ambiente Biológico. Un ambiente b1ológ1co deseado será aquel en el cual solo 

los organismos requeridos se encuentren presentes o el sistema este libre de 

organismos que compitan o inhiban a lo propios del proceso. 

• Arnbiente Qulmico. Un ambiente qulmico favorable significa que todos los nu­

trientes y substratos requeridos se encuentren presP.ntes a los niveles correctos 

y el valor de pH sea el adecuado, además de que el sistema se encuentre libre 

de sustancias inhibitorias 

• Ambiento Flsico. Este involucra la temperatura del sistema y la agitación; ya que 

el sistema se debe conservar homogéneo para mantener los demas paráme­

tros 

Como se puede observar, el arnb1ento favor."3.ble para un si5tema brotecnológico se 

encuentra en función de muchas varrables y si no se cuenta con datos n1 relaciones 

matemáticas para poder predecir su comportamiento es necesario realizar estudios 

experimentales para poder establecer los p4:lrámetros de mayor importancia en el 

proceso. A continuación se pl~ntean alguno~ p.:.:r.:imetrcs importantes a considerar. 

2.4. 'f. Ten1poratura 

La temperatura es un parámetro fund.:Jrncnt.al en cualquier proceso. Esta afecta el 

crecimiento de manera notable. debido a que Jos microorganismos de una especie dada, 

sólo pueden crecer en un rango restringido de temperaturas. La Figura 2.4 1 muestra có­

mo se pueden clasificar los organismos de acuerdo con la temperatura. Los psicófilos 

presentan un rango de 5° a 15°, los mesófilos de 24º a 40ºC y los termófilos de 45º a 

600C pero se han reportado casos hasta 94ºC. 
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Velocid.ad -pec:Jf"loca 
de~to 

ps1crófilos mes6f1los 

Temperatura (ªC) 

Antecedentes 

termófilos 

70 80 

Figura 2.4.1 Efecto de la temperatura en el crecimiento microbiano. (Quintero 1981) 

2.4.2. pH 

El pH, medida de concentración de tones hidrógeno, tiene también un marcado efecto 

en la velocidad de crecimiento y en el rendimiento. El valor de pH para una especie pre­

senta generalmente un máximo denominado pH óptimo. En bacterias el valor de pH ópti­

mo varia entre 6.0 y B.O: en levaduras entre 4.0 y 6.0 y en mohos entre 3.0 y 7.0. De lo 

anterior se desprende la necesidad de buscar el pH más favorable para el proceso. 

2.4.3. Medio da cultivo 

Todos microorgan1smos necesitan para su crecimiento de fuentes de energía y de 

materia. En la mayoria Ce los procesos biológicos industriales la fuente de energía y la de 

matena son la misma. pero es necesario quo la fuente de matena contenga todos los 

elementos constitutivos de la masa celular en las proporciones requeridas por la compo­

sición interna del organismo. En la Tabla 2.4. 1 se presentan los compuestos orgánicos de 

los principales elementos de la masa celular y su porcentaje en peso seco; las cifras son 

de carácter general, pero se considera que son representativas de la composición micro­

biana. La selección o formulación de un medio de cultivo debe considerar todos los ele­

mentos descritos en dicha tabla. 

3% 
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Elemento 

H 
o 
c 
N 
s 
p 

Mg 
Mn 
Ca 
Fe 
Co 
Zn 
Cu 
Mo 

Compuestos oroamcos 

Compuestos orgamcos y agua 
Compuestos orgánicos y agua 
Compuestos organices 
Protelnas, ócidos nucleicos y coenz1mas 
Proteinas y algunas coenzimfls 
Ácidos nucleicos. fosfollpidos y coonz1mas 
Cofactor do reacciones enz1mát1cas 
Cofactor de algunas enzimas 
Cofactor de enzimas {proteasas) 
Cilocromos. protelnas y cofactor de enzimas 
Constituyente de la v1tam1na 8 12 l 
Constituvente de ciertas enzimas r 

Antecedentes 

o/o del 
peso seco 

B 
20 
50 
14 
1 
3 

0.5 
0.1 
0.5 
0.2 

o 03 

Tabla 2.4.1 Pnncipales elementos constituyentes las células microbianas 
(Oumtero 1981) 
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3. METODOLOGÍA EXPERIMENTAL 

3. "f. SELECCIÓN DE LAS CEPAS DE TRABA.JO. 

Se estudiaron veinticuatro aislados de sedimento marino proporcionadas por el Insti­

tuto de Ciencias del Mar y Umnología, identificadas como bacterias anaerobias. Diecisiete 

de las veinticuatro cepas fueron obtenidas durante muestreos de sedimentos marinos en 

el Golfo de Tehuantepéc y Golfo de Campeche, en lugares con actividad petrolera. Las 

siete cepas restantes provienen de un reactor anaerobio que trata aguas residuales de la 

Ciudad de Toluca. Estado de México 

Todos los a1stados presentan formacmn de sulfuro de hidrógeno indicando con esto 

su actividad sulfato-reductora_ En trab.'.ljos O'.lntenores se ho probado su crecimiento en 

presencia de combustóleo, resultando Un1camente veinte de ellos viables para el proceso 

(Tabla 3.1 1) (Aragón et al. 1996). 

Código do Crotclml.,nto on 
C1encl•~ Or1gnn 
deol Mar 

EPEl Cam;l<•:::tie 
ON-1 
ON-4 Oa'<<tC<l 

R"N-1 Camp~che 

ON-::> 

º"'"ªCJ 
EP E!• C.ampo,;h<' 
¡,pl::_t; Camr-.. ct1<!'! 
EP E3 Cam~e 

Toiuca 
TollJC.::I 

~ROG• Toluca 
l.P C.! C.an,pf'",:1'.,. 

CP E4 Cnmpecl"lc-

DGT ülG 
2ACJtG TC·'1.J<; .. , 

.SOOJG 
C.amPf"ct1e 

2 DIG Toluc.3 
Oa.:Jc., 

o· N-3. O.:uc.a~ 

Oax.tc.a 

Tabla 3.1.1 Clas1ficac10n de las cepa de traba10 
(• crcc1m1ento, - mh1bic10n) 

presoncla de 
con1buatól•o 
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La clasificación de los microorganismos se desconoce actualmente. pero muy pro­

bablemente se trata de cultivos mixtos debido a su origen. 

Dada la complejidad de realizar estudios con 24 cepas se propuso seleccionar cinco 

que fueran propicias para el proceso. Para poder identificar las cepas se tomó como pa­

rámetro su capacidad para la reducción de sulfatos como potencial para la degradación 

de compuesto orgánicos, así como la actividad volumétnca y especifica de los aislados. 

Para la prueba de selección se hicieron crecer todas las cepas en botellas viales de 

150 mL con un 5°/o de inoculo en 95 mL de medio Postgatc B. desplazando el oxigeno 

presente en el espacio libre del vial con nitrógeno, siguiendo la metodologia descrita por 

Widdel y Bak (1991)1 

Se reahzaron las pruebas ;:i valores de pH de 5 y 7 La med1c1ones para pH 5 se rea­

lizaron a los 5 y 15 dlas. para las de pH 7 a los 7 y 15 dias. 

Se filtraron los muestras con papel Whatmann No.4 para eliminar el sulfuro de fierro 

formado y se m1d16 la degradación de los sulfatos presentes en el medio por el método 

gravimétrico1 , así como la densidad óptica del mismo a una longitud de onda de 610 nm y 

una dilución 1/10 

En base a la acción sulfato-reductora y el crecirrnento {medido como densidad óptica) 

se evaluaron los siguientes parámetros 

• Porciento de rernoc1ón do sulfatos· 

• Actividad Volurnotnca: Relaciona Ja cantidad de sulfatos reducidos un por volu­
men y tiempo. Representa la actividad sulfato-reductora. 

T Apéndice B 

Actividad Volumé trim = ~ SO~ / L "'"'"'""..,• - 9 SO~ I L ,..,..1o. 
tiempo (hr) 
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• Actividad Especifica: Relaciona la cantidad de sulfatos reducidos por tiempo y 
cantidad de biomasa, medida como densidad óptica. 

Actividad especifica == g SO!· "'~"'• - g so:· fin•
1
""' 

tiempo (hr) x unidades de densidad óptica(abs) 

3.2. DETERMINACIÓN DE LAS CONDICIONES DE PROCESO. 

Tomando como referencia los parámetros reportados para sistemas semejantes asf 

como procesos microbiológicos industriales ya existentes, se propone que las variables a 

estudiar sean: la temperatura, el pH, la concentración de sustrato y el potencial redox 

(solución reductora). 

3.2.1. Efecto de la Temperatura. 

Las pruebas se hicieron a nivel vial en condiciones anóxicas para las cinco cepas 

seleccionadas a 28, 35 y 4SºC con el fin de cubrir la región mesófila. Se empleó medio 

Postgate B libre de fierro para evitar la precipitación de sulfuro de fierro. Se usó un 5% de 

inóculo. Se determinó el crecimiento de biomasa: y la remoción de sulfatos a las 168 y 

336 horas. Con estos datos se carculó la actividad volumétrica y específica 

3.2.2. Electo del pH. 

Se evaluó la reducción de sulfatos asf como la actividad especifica y volumétrica para 

fas cinco cepas seleccionadas a pH de 5, 7 y 8. Las pruebas se hicieron a nivel vial usan­

do medio Postgate B libre de fierro. Se tomaron muestras a las 188 y 336 horas de pro­

ceso. 

* Medido como densidad óptica, ver apéndice A 

00 
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El valor del pH se modificó en el medio usando ácido ciorhidMco ó hidróxido de sodio 

según fuera el caso. Se midió el crecimiento como densidad óptica y se calculó la remo­

ción de sulfatos por el método gravimétrico. 

3.2.3. Efecto do la concentración del sustrato. 

Debido a que el combustóleo contiene altas cantidades de azufre, es necesario es­

tablecer el efecto de la concentración de este en la capacidad de los microorganismos pa­

ra su degradación. Por tal motivo se realizaron pruebas a diferentes concentraciones 

empleando sulfatos de calcio y magnesio como modelo 

Se trabajaron concentraciones de 2.17. 4.56, 8.28 y 15.84 g S04 /I. La pruebas se 

efectuaron en botellas viales con un 5°/,, de inoculo en 95 mL de medio Postgate B (san 

fierro) modificando la concentración de sulfatos de calcio y magnesio en la misma pro­

porción en todos los casos El valor pH fue de 7 y la temperatura 35 .. C 

Se determmó la degradación de sulfatos a las 168, 336, 506 y 696 horas de proceso, 

asl como la actividad específica y votumétnca. 

3.2.4. Efecto do la solución reductor.a. 

Las bacterias sulfato-reductoras comúnmente tr;;ib.a1an en medios reducidos, razón 

por la cual se le añade al medio alguna substancia que aumcn1c o disminuya el potencial 

rcdox. En el caso de el medio Postgate B y C se empica tioglrcolato de sodio y 3cido as­

corbico (Postgate. 1984) 

Se determinó el efecto de la solución reductora. en la remoción de sulfatos, haciendo 

pruebas a diferentes concentraciones , midiendo la remoción de sulfatos y las actividades 

especificas y volumétricas. Las pruebas se hicieron a nivel matraz empleando medie 

Postgate B sin fierro, ad1c1onando diferentes cantidades de solución reductora (ácido as­

corbico y tiog\icolato de sodio): 25. 50 y 100 porciento. 

Se mantuvieron las mismas condiciones (pH de 7, Sºk de inoculo, temperatura de 

35°C y agitación de 150 rpm) y las mediciones se realizaron a las 168 horas. 
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3.3. SELECCIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO. 

3.3.'f .. Formulación de un medio para el proceso de desu/furac/ón. 

La literatura reporta que las bacterias con acción sulfato reductora presentan buena 

actividad cuando crecen en medio Postagate B y C, pero debido a su alto costo 

(aproximadamente 0.87 y 1.41 dólares por litro respectivamente) no es factible su aplica­

ción industrial. Por tal motivo surge la necesidad de diset"\ar un medio más rentable. To­

mando como base el medio Postgate B. se propone la formulación de un nuevo medio 

empleando suero de leche como fuente de carbón y nitrógeno. 

Se usó suero de leche AMPI de Century Foods debido a su alto contenido de protei­

nas (fuente de nitrógeno), de carbohidratos (fuente de carbón) y de sales. Ver Tabla 

3.3.1. 

Pa~motro "l. 

Caloo como Ca 0.374 

Maanes10 como Ma 0.091 

Sodio como Na o 970 

Potasio como K 1.534 

Clon..Jros corno CI 2.398 

Fosfatos corno PO 0.034 
Sulfatos como so -.: , 5:'.>4 

Prote1na 34.5 
Grasa 3.5 
Carboh1dra10:., como .. 52.0 
Lactosa 

Locta10 30 

Tabla 3 3 1 Cornpos1c16n del suero de leche AMPI 

Se diseñaron tres medios y se realizó un estudio comparativo de la funcionalidad de 

cada uno de estos. La formulación de los medios se realizó modificando el medio Postga­

te B. buscando sustituir el lactato de sodio (fuentes de carbón) por lactosa y ácido láctico, 

• Anélisis de suero de leche AMPI hecho por el Laboralono de Análisis lndustnale~ de la Facultad de 
Ciencias Qulm1cas e lngernerla , Universidad Autónoma del Estado de More!os 

- Boletln Técnico proporcionado por Century Foods lntemncional 

.... Oeterm1nac16n por trtulaciOn acidimétncn. 
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asf como el extracto de levadura (fuente de nitrógeno) por las proteinas presentes en el 

suero de leche. Se empleó la misma cantidad de sales que el medio Postgate B 

Las formulaciones desarrolladas se identrficaron con las s1gu1entes claves (ver Tabla 

3.3.2): 

•Medio 11-1 sin lactato de sodio nr o..:tracto de lavadura. 

• Medio 11-2 S11'"1 lactato de sodro, sm extracto de le•/adura. ni cloruro de sodio 

• Medio ii-3 sfr1 lactato do sodio 

Estas pruebas se hicieron a niv·e-! matraz. empleando 5°/o de inoculo y 95 mL de me­

dio. Se evaluó la remoción de sulfatos y la actividades especifica y volumétrica a las 168 

horas 

En ninguno de los casos se usó solución de fierro para evrtar su prec1p1tac16n como 

sulfuro Ue fierro 

medio Post~ate 

B 1 e 2 3 

Lactato de scdio (50%) 7 Sg --i 12 q 

Suero de l~chc ü 37 o 6 37 o G 37g 

Na; SO .. t 45~ 

caso .. 1o0 

CaCI . .- - 2H;-0 o 06 g 

Citrato de Scd10 ~3~ 

NH .. CI 1 o g 1 o q 1.0 g 1 o a 1 o" 
KH;-PO., 05~ 05;¡ 0.5 q 059 05n 

Mnso .... ?rl:O 20g 

/-
:! o n 

NaCI 25 q 25 q 

~Og 20g 20g 

25 a 25 a 

Extracto de lcvadurn 1 o q 1 o o 1.on 

Solución reductora 10 ml 10ml 10 mL 10mL 10 mL 

Sulfatos totales 1 484 g 3.818 g 1 484 g 1 484 g 1.484 g 

Tabla 3 3 2 Compos1c1on de cada uno de lo~ medios evaluados 

•• 
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3.4. PRUEBAS CON COMPUESTOS ORGANOSULFURADOS. 

Se evaluó la acción de las cinco cepas seleccionadas en presencia de cinco com­

puestos modelo presentes en el combustóleo (ver 3 4. 1 ). 

COMPUESTO P.M. FORMULA º/. s SOLUBILIDAD> 

10°/., 

T1onafteno 134 

(O 
23.88 Etanol 

Benceno 

Clo1·oformo 
,/ D•etileter 

C,H,S 

Sulfuro de d1fcnrlo 186 27 17 18 E!.Jl•~ter 

~s-<=_;> Bt'.'nceno 

(C,HehS D1su!fl.Jro du c.nrbOno 

D1benzot1ofeno 1842 

OJO 
17 36 Benceno 

Etanol 

C,;iHaS 

Drsutfuro de d1bcnz1lo 246 J9 25 97 Etileter 

C)>--cH,-S-S-CH~ Etonol caliente 

{C&H!>CH~);iS;i Benceno 

Etano bol 62.13 51.50 Acetona 

(et1tmercaptar.o) CHJCHiSH Et1leter 

Et;:mol 

Tabla 3 4.1 Compuastos organosulfurados. lormula, peso molecul.:.ir, cLlnt1dad de azufre y solubili­
dad (Aldrich ChemiCJI Comp•my lnc M1twaukee W. ) 

.. 



Capitulo 3 Desarrollo Experimental 

3.4. '1. Erecto del solvente. 

Debido a que los compuesto de organosulfurados que son objeto de estudio no son 

solubles en el medio de crecimiento por ser este un medio acuoso, es necesario seleccio­

nar un solvente para poder hacer una solución (o suspensión) donde los microorganismos 

puedan estar en contacto con los compuestos. 

Se estudió el efecto de tres solventes en el crecimiento y la capacidad sulfato­

reductora de !os microorganismos Los compuestos evaluados fueron: etanol, dimetilfor­

mamida y benceno 

Se hicieron pruebas a nivel matraz con 91.5 mL de medio Postgate B sin fierro. So/o 

de inoculo y 3.5 mL de solvente. La temperatura fue de 35ºC . el valor de pH de 7 man. 

teniéndose a ag1tac1ón constante de 150 rpm. Estas pruebas únicamente se hicieron con 

las cepas 5 y 22 

Se midió la cantidad de sulfatos degradados asi como la densidad óptica, con estos 

parémetros se evaluó la capacidad de degradación de sulfatos. así como las actividades 

especifica y volumétrica 

3.4.2. Desu/Furación de Jos cornpuestos organosutrurados. 

Para estas pruebas se consideró Ja relación DQO/S exister.te en el medio Postgate B 

y se sustituyó el azufre inorgón1co (sulfatos) por azufre orgánico (compuestos organosul­

furados). La relac1on elegida fue de 3.845 g 000/g S. En la Tabla 3.4.2 se muestra la 

concentración empleada para cada uno de los compuestos 

Se tomaron 3 ml de la solución 0.02 M de los compuestos disueltos en etanol. Las 

pruebas se hicieron a nivel matraz para las 5 cepas empleando medio Postgate B sin fie­

rro. sustituyendo los sulfatos por cloruros. Las condiciones fueron: pH de 7, temperatura 

de 35ºC. 5 "/o de inoculo y agitación a 150 rpm. 

Se evaluó la acción de las cinco cepas seleccionadas en presencia de los cinco 

compuestos modelo. Se midió el sulfuro do hidrógeno producido a las 168 horas, em-
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pleando el método potenciométrieo; la cantidad de biomasa se determinó por medio de la 

densidad óptica. 

Compuesto '% do azufre en moles de concentración 
fa molécula azufre en ol del compuesto 

modio en el medio 

Tionafteno 23.88 0.02 mol SIL 2.68 gil 

Sulfuro de difeni/o 17.18 O 02 mol SIL 3.725 gil 

Dibenzotiofeno 17 36 O 02 mol SIL 3.684 gil 

Disutfuro de dtbenzilo 25 97 O 02 mol SIL 2.463 gil 

Etilmercaptano 51.50 O 02 mol SIL 1 242 gil 

Tabla 3 4.2 Concentración de los compuestos organosutfurados en las pruebas 
de desulfuración 

•2 
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3.5. ESCALAMIENTO A FERMENTADOR DE 5 LITROS. 

El bioreactor o fermentador . como se le conoce en el área de biotecnologla, es el co­

razón de todo sistema biológico y se puede definir como un contenedor capaz de mante­

ner un ambiente favorable para la operación de un proceso biológico deseado. 

En el presente estudío se empleó un reactor de tanque agitado (STR) de 5 litros mar­

ca Appfikon. El reactor (ver Figura 3.5.1) presenta las siguientes caracteristicas: 

Bioreactor enchaquetado Applíkon Z611 04CT05 

;... Material: Vidrio de borosilicato y acero inoxidable 

:;... Agitador con motor de velocidad variable y propala tipo marino 

;. Volumen máximo de trabajo: 4.81 L (H/D =1.6) 

::;... Volumen mlnimo de trabajo. 3.41 L 

::;... Volumen de trabajo: 3.41 L (H/O =1.1) 

>- Volumen Chaqueta: 2.01 L 

agitador 

toma para "'nuada de 
muestras aire o nitrógeno 

,,.,, enchaquetado 

Figura 3.5.1 Btoreactor Applikon 
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3.5.1. Bíodesulfuración en combustóloo. 

Se empleó combustóleo proveniente de la refinería de Tula, Hidalgo. Dicho combustó­

leo se caracterizó previamente y de acuerdo a las normas descritas por la ASTM. Se de­

terminó la cantidad de azufre. su poder calorifico y contenido de metales entre otros. 

El procedimiento usado para Ja b1odesulfurac1ón se muestra de forma esquemática 

en la Figura 3.5.2. En este esquema se aprecian cuatro etapas que se describen a conti­

nuación: 

a) Desarrollo de los ínoculos. Se prepararon 350 mL de inoculo de la cepa 22. culti­

vada durante 7 dlas en medio Postgate B sin fierro y un valor de pH de 7 

b) Proparación de la emulsión. Se prepararon 3150 mL de una emulsión de combus­

tóleo en medio Postgate 8 (estenlizado) sin fierro ni sulfatos La preparación de di­

cha emulsión se llevo a cabo empleando un 1 O º/o de combustóleo y un 1 º/o de 

Tween 20 como agente emulsificante Se usó un agitador de tipo L1ghtnm Labmas­

ter a 1350 rpm. El combustóleo se precatentó a 60°C y se añadió al medio con 

Tween de acuerdo al prccedimiento descrito por Zamorn et. <J/ ( 1 996). 

e) Blodosulfuración. Se llenó el fermentador con la emulsión y se agregó el inoculo. 

Se selló el reactor y se desplazó el oxigeno presente con nitrógeno. Se mantuvo 

una temperatura de 35ºC y una agitación de 750 rpm. El valor de pH inicial fue de 7. 

Se m1d16 diariamente la producción de ácido sulfhldnco durante 168 horas usando 

el método potenciométrico (Apéndice C) y desplazando el H 2 S con nitrógeno. 

d) Esterilización y recuperación del combustóleo. Después del tiempo de desulfu­

ración. la emulsión se esterilizó a 120ºC durante 15 minutos en matraces sellados 

con tapones de algodón o cartón dentro de una autoclave. con el fin de romper la 

emulsión. Se decantó el combustóleo de la fase acuosa y se mandó analizar su 

contenido total de azufre y su capacidad calorifica (Instituto de Investigaciones 

Eléct..-icas). Se tomaron como testigos muestras iniciales de la emulsión sin inoculo 

y del combustóleo sin emulsionar. 
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4. RESULTADOS 

4. "l. SELECCIÓN DE LAS CEPAS DE TRABA.JO. 

Los datos obtenidos de ta caracterización de las veinticuatro cepas a pH 5 y 7 se 

muestran en la Figura 4. 1. 1 y el Apéndice C. 

Los niveles de biomasa más altos fueron alcanzados indistintamente a 14 dfas para 

el pH 7 y 5 dlas para el pH 5 .. Los valores máximos de densidad óptica alcanzados 

(mostrados entre paréntesis) fueron de las cepas 12(0.208), 22(0.238), 17(0.195) y 

8(0.185) siempre al quinto día-. Al contrano, las cepas con mejor crecimiento celular a pH 

7 fueron la 3(0.868). 4(0.635). 14(0 377), 6(0.372} y 23(0.346). siempre al dia 14. Algunas 

cepas mostraron un marcado desarrollo, tales como la 5, 23,22. 8 y 7, con valores de re­

moción de 92.8, 87.3, 79.6. 65 O y 61.0°/o (al 14 dia; pH 7). Las mismas cepas disminuye­

ron el sulfato micial en 8.63, 5.03, 6.36, 1167y10.9% (al 7° dla) y 9.6, 20, 13.56, 12.5 y 

14.2 (al 14º dia) cuando el pH fue de 5. Las meiores cepas a un valor de pH 5 resultaron 

ser 9(60.4º/oj, 6(54.4%). 12(23.23o/o) y 15 (21.43°/o). 

La remoción de sulfatos por las 24 cepas a pH 5 (para el 5° y 14º dla) y a pH 7 (para 

el 7º y 14º dia), así como la actividad especifica y volumétrica, se muestran en la Figura 

4. 1.1. Como puede observarse, el porcentaje de remoción para la totalidad del grupo de 

cepas resultó consistentemente más alto cuando el valor del pH del proceso fue de 7. Los 

valores de remoción más altos se encontraron al 7° dia para la mayoria de los experimen­

tos a pH 7. pero un comportam1ento contra no fue observado cuando se trabajó a pH 5; es 

decir, que se presentó una mejor remoción de sulfatos al dla 14, siendo menor la remo­

ción al 5° dia. 

En cuanto a la actividad volumétrica, el desarrollo de las diferentes cepas anóxicas 

fue como sigue: a pH 5 (día 5) las actividades volumétricas logradas por las cepas varia­

ron en el intervalo de 8.43x10-4 a 2.30x10-:i gS04 Whr. que corresponden a las cepas 19 y 

21, respectivamente. A pH 7 (día 7) las actividades volumétricas fueron tan grandes como 

1.47x10-:1 a 1.2x10-2 gSo,.n•hr para las cepas 17 y 15, respectivamente. Otras cepas in-

.. 
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teresantes son la 8, 14 y 24 (a pH 5) asf como 8, 22 y 23 (a pH 7) por encontrarse dentro 

de los mejores resultados obtenidos de actividad volumétrica. 

Por lo que respecta a la actividad especifica. la tendencia fue como sigue: Cuando el 

valor de pH fue de 5 (5° dfa), la actividad especifica fue 9.67x10·5 y 6.34x10 .... 

gS04'0Q'"'hr, para las cepas 22 y 14, respectivamente. Para un valor de pH de 7 (14° 

dfa), la actividad específica fue 8.84x10-a y 9.20x10-c gSOJDO'"'hr, para las cepas 1 y 18, 

respectivamente. Otras cepas con potencial de aplicación son la 4,16 y 21(a pH 5), asf 

como la 5,9, 16 y 24 (a pH 7), pues sus actividades especificas se presentan como las 

más altas, en comparación con las de las demás cepas. 

Con todos los datos recabados se tomó la decisión de cuales serían las cepas más 

propicias para el proceso. Las mejores cepas de acuerdo a su crecimiento, su actividad 

volumétrica y .a su capacidad para degradar sulfatos fueron las siguientes: 5. 7. B. 15. 17, 

22 y 23. Se descartó la cepa 23 (clave ON-2) por provenir de un sitio de mue!:>treo seme­

jante al de la cepa 5 (clave O'N-2') , ambas procedentes de sedimentos marinos de la 

misma zona (costas de Oaxaca). Por otra parte la cepa 17 se descartó por no presentar 

crecimiento en presencia de combustóleo (Aragón et al. 1996). En la Tabla 4.1.1 se 

muestran la cepas seleccionadas. 

Código Código da 
Origen 

porciento de densidad ópUc.a Crvclmlonto on 
-lgnado Ciencias remoción má:idma p,..,encia de 

del Mar d9 sulfatos (pH 7) (crecimlento) combu•tóleo 

ON-2 O ax a e.a 6606<19279 o 306 PCs•trvo 

EPE5 Camooche 4796a61 04 0298 n<'Hl.llNO 

EP E6 C:impeche G420a050Z D011•hVO 

15 1BOIG Toluen 57.44 a 61 52 0.295' 

22 O'N-:1· 7962 po"lfrvo 

Tabla 4. 1.1 Clasificación de las cepa de trabajo 
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Figura 4.1. i Crec1m1ento de las veinticuatro cepas a pH 5 y 7 en medio 8, Porciento de re­
moc16n de sulfatos, actividad volumétrica y especifica 
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4.2. DETERMINACIÓN DE LAS CONDICIONES DE PROCESO. 

4.2. "f. Efecto de la Temperatura. 

En la Figura 4.2. 1 se muestran los porcientos de remoción de sulfatos, y las activida­

des volumétrica y especifica para las 5 cepas seleccionadas a 28, 35 y 45ºC. (Ver Apén­

dice C). 

Se puede observar en los resultados obtenidos que en general todas Ja cepas pre­

sentan mejor actividad a 35ºC. También podemos remarcar que la temperatura tiene un 

efecto drástico sobre la remoción ya que esta disminuye en el mejor de los casos de 

61.07 a 6. 13% (para la cepa 7) y en el peor de 79.62 a 0°/u 

Para todas las cepas, las me1ores actividades volumétricas se alcanzaron a las 168 

hrs y 35ºC. Con valores del orden de 7-4x10-3 a 1.2x10·2 g S0,11 hr Siendo las me;ores 

las cepas 5 y 22 , 1.20 x10'2 y 1.03 x10"2 g SO,fl hr respectivamente. 

Por lo que respecta a la actividad especifica, el comportamiento fue semejante al 

presentado por la actividad volumétrica con la salvedad de que a 28°C se presentaron 

buenas actividades, en algunos casos mayores que las obtenidas a 35° como son las 

cepas 7 (168 hrs) y 22 (336 hrs). Esto es (Jtil para el desarrollo de los inoculas. donde se 

requiere una mayor cantidad de biomasa. De acuerdo a estas pruebas, es factible desa­

rrollar los binóculos a ter.,,p1~ratura ambiente. evitando con esto el gasto de precalenta­

m1ento De cualquier forma las mejores actividades especificas en el menor tiempo se 

presentaron a 35ºC. siendo el tiempo otro parámetro a tomi'.ir en cuenta en cualquier pro­

ceso. 

De los resultados anteriores podemos afirmar que los microorganismos son del tipo 

mesófllos y se propano que la temperatura de operación sea de 35°C. 
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4.2.2. Efecto del pH. 

En la Figura 4.2.2 se muestran los porcientos de remoción de sulfatos y las activida­

des volumétrica y especifica para las 5 cepas seleccionadas a valores de pH de S. 7 y 8 

(Ver Apéndice C). 

Corroborando Jos estudios preliminares de selección de las cepas (inciso 4. 1), pode­

mos decir que las mejores remociones se obtuvieron, para todas la cepas. a pH 7. Por 

otra parte se observan buenas remociones a pH 8, pero estas se logran hasta las 336 ho­

ras. 

Por lo que respecta a las actividades especifica y volumétrica, todas las cepas alcan­

zan los mejores valores de pH de 8 a las 168 horas. tanto en la acttvidad volumétrica co­

mo en la especifica. Esto es interesante, ya que se puede lograr una mayor cantidad de 

biomasa en una semana a pH de B; lo cual es Utll en el desarrollo de los inoculas. 

A partir de los resultados obtenidos se µrepone que el valor de pH para el proceso 

sea de 7 y de 8 para el desarrollo de los inoculas. 
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4.2.3. E'ecto de la concentración del sustrato. 

En fa Figura 4.2.3 se muestran los resultados obtenidos para la remoción de sulfatos 

a diferentes concentraciones del sustrato. Como se puede observar la concentración ini­

cial de sulfatos tiene un efecto marcado en la remoción. La tendencia presentada es muy 

similar para todas las cepas, y este comportamiento bien puede ser representado por 

una ecuación de tipo cuadrático. La máxima remoción fue en todos los casos para la con­

centración menor. 2. 17 g/I (entre un 48 y un 86% para las diferentes cepas). La reducción 

mfnima ocurrió a la concentración de 4,56 gil, con exepción de la cepa 22 donde esta tu­

vo Jugar a 8.34 g/I. Es interesante remarcar que a la concentración inicial de 16.06 gil la 

remoción fue muy similar para todas las cepas {30.93 ± 2.58). 

100 r-----

! : t 
f :¡ 
~ 30 

~ ~:Ll _____ .!::::===::::::::!:'.':::. _______ __J 
10 

concenlraclOn de sulfal0$ (gll) 
16 

Figura 4 2.3 Erecto de Ja concentración de sulfato sobre Ja remoción del mismo. (336 hrs) 

Por lo que respecta a fas actividades volumétricas y específica los datos obtemdos se 

presentan en Ja Figura 4.2.4. En esta se puede observar que tanto para la actividad volu­

métrica como para la especifica. las tendencias son muy semejantes. Los mejores valo­

res se lograron, para casi todos los casos, a fas 168 horas y 16.06 gn de concentración 

inicial. 

Es importante resattar que fa actividad específica tiene una tendencia de tipo expo­

nencial con relación a la concentración inicial de sulfatos. Mientras que Ja activídad volu-
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métrica se comporta de manera semejante a la remoción, presentando para todos los ca­

sos una tendencia que bien podrla representarse con una ecuación cuadrática. 

Se ha encontrado que en los reactores anaerobios se presenta una competencia en­

tra las bacterias sulfato-reductoras (BSR) y las metanogénicas (BMG) por el donador de 

electrones y por consiguiente en la producción de H 2 S 6 CH 4 , según sea el caso. En el 

caso de la presente investigación se desconoce Ja existencia de BMG pero muy proba­

blemente se presenten debido a la fuente de las cepas, 

Dicha competencia se da por una traslape en las condiciones ambientales favorables 

para ambos organismos y por la naturaleza mesma de las reacciones. Tanto la reacción 

de formación de metano como la de sulfuro tienen una .\.G de formación muy cercana. 

con la diferencia que para el caso de sulfuro esta tiene una ligera ventaja termodinámica 

en ambos casos, esto se deduce de su como se ve en su valor de _\Gº (Tabla 4.2. 1) 

Reacciones para bacterias sulfato-reductoras 

4 H2 + so .. 2· +H... HS" + 4 H~O 

Reacciones para b.:-ictena5 metanogérncas 

4 H2 + HC03- + H... • CH, .... 3 H 20 .'\Gº = -136 kJ/mol 

.\Gº = -31 k.J/mol 

::: " ;;",::~::· 1 

~T~a~b~la-4~2~1-R~ea_c_c-,o-n_e_s_d_e~,o-,-m-a-c~•ó_n_p_a-,-a~c-H-.-y~H-,S~~~~-· 

Nos se conoce a ciencia cierta cuales son los parámetros que gobiernan la compe­

tencia entre BSR y BMG, pero se sabe que la concentración inicial de sulfatos y de sus­

trato tiene una gran influencia. Visser ( 1995) establece que la relación DOOIS04 determi­

na la ASR en lodos anaerobicos suspendidos o granulares, donde la 000 es una medida 

indirecta de la cantidad de sustrato. Las relaciones mayores de 20 no promueven el cre­

cimiento de BSR, pero s1 de BMG. A relaciones entre 1.7 y 2.7 se presenta una compe­

tencia entre BSR y BMG. Visser encontró que con el valor experimental de 0.61 la ASR 

se incrementa. 
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Se calcularon las relaciones DQ0/504 y en la Figura 4.2.5 se muestra el efecto que 

tiene sobre la remoción de sulfatos, la actividad volumétrica y especifica. Se observa que 

tanto la actividad volumétnca como la remoción de sulfatos presentan un comportamiento 

de una función cuadrática con un mínimo en el rango de 0.35 a O 65 DQ0/504 Este 

comportamiento es muy similar para las e.neo cepas. pero por lo que respecta a Ja activi­

dad volumétrica se puede observar que a las 168 horas existe una gran diferencia entre 

las cepas cuando d1sm1nuye la relación DQO/S04 y esta diferencia se vuelve casi nula a 

las 336 horas. 

Para la remoción de sulfatos, como ya se mencionó, el comportamiento es de tipo 

cuadrático, pero a diferencia de las actividades existe una marcada diferencia entre tas 

cepas para los diferentes valores de oao1so. 
La act1v1dad específica present3 un compor1am1er.to de tipo exponencial con tenden­

cia asintót!Ca a mayores va~otes de DQOISO.- alcanz.nndo !os mayores vc-ilores él relacio­

nes menores a 0.2. 

Todos los datos anteriores revelan que, independientemente de la competencia entre 

BSR y BMG, la cual no se pretende demostrar en este trabajo. es :nteresante el hecho de 

que a relaciones menores de 0.2 gDQO/gS04 se alcanzan las mejores act1v1dades tanto 

volumétrica como especifica, lo que nos indica que para el medio de cultivo se puede tra­

bajar con mayores concentraciones de sulfatos, o lo que es mejor con ba10 contenido de 

sustrato, que en el caso del medio Postgate B se emplea lactato que es muy costoso . 

.. 
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4.2.4. Efecto de la solución reductora. 

El efecto de la concentración de la soluc1on reductora fue muy diferente para cada 

una de las cepas. En la Figura 4.2.6 se presentan las remoción porcentual de sulfatos. y 

en la Figura 4.2. 7 las act1v1dades especifica y volumétnca para las cinco cepas seleccio­

nadas a tres niveles distintos de solución reductora (ver Apendice C). 

Como se puede observar en las gráficas, !as cepas 5 y 22 lograron la mayor cantidad 

de azufre removido. donde !a cepa cinco alcanzo valores de 85.3. 70 7 y 59 1°,.~ (para 

100. SO y 25% se solución reductora), m1er.tras que los valores para la cepa 22 fueron de 

79.8, 92.6 y 89.7~>0 respectivamente. Las cepas 7 y 15 no obtuvieren buenos resultados, 

con un 7 y 6~-'o de remoción respectivamente Por otra parte, la cepa 8 removió un 41%1 

con un 50':-ó de solución reductor3 

En general para casi todas las cepas se puede decir que ta concentra,::ión de sclucrón 

reductora no tien.c:o un 1moac!o importante er. la ;:-ict1vidod vofumctri·:.'.:3 ·¡ 2spe-c1f1c.<1 ::on ex­

cepción de la cepa 8 donde aument<l y la 5 cuc disminuye cons•der3b•~mente 
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1 
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Figura.4 2.6 Remoción de sutf3tos a distintas con::::entraciones de solución reductora 
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4.3. FORMULACIÓN Y SELECCIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO. 

En la Tabla 4. 3. 1 se compara las remoción de sulfatos para las cinco cepas seleccio­

nadas en cada uno de los medios. Las mejores remociones fueron para el medio Postga­

te B, y en general todas las cepas tuvieron un pobre desempeño para los medios pro­

puestos pero también para el Postgate C. sin embargo para el medio ii-3 que contiene 

suero de leche y extracto de levadura las cepas tuvieron desde un 7 hasta un 33°/o de 

remoción, lo cual es bajo pero resalta la importancia de la presencia de extracto de leva­

dura. que es una fuente importante de nitrógeno. 

Porc1ento de remoción 

cepa Medio Posrgate 

1 

Med1oll 

B e 1 2 3 
5 85 3i 4 38 3 46 3 00 7.37 

7 4 99 3 49 20 67 1 65 7 10 

B o 88 2 63 o 00 3 06 11 43 

15 2.08 4 20 6 18 o 59 5.34 
22 79 82 19 80 6 97 o 65 33 G7 

Tabla 4.3 1 Comparac16n de la cap.-icidad sulfato-reductora de las cmco 
cepas en los medios disei'lndos contra medio Pastgate By C 

Por Jo que respecta a tas activ1dade5 volurnétnca y específica los valores obtenidos 

se muestran en las Tablas 4. 3 2 y 3 respectivamente. 

La actividad volumétnca es pobre y ::>1m1lar para las cepas 7 ,8 y 15 con valores de 

6.4x10-4 gSO.ll'"'hr en promedio La cepa 22 tiene unJ me¡or aceptación al medio Postga­

te C y para el medio propuesto ii-3 (5.32x10-a y 3.05x10~ gSO..Jl .. hr respectivamente) pe­

ro en ninguno de tos casos mejor que el medio Postgate B 

La actividad especifica tiene un comportamiento curioso. las cepas con bajo desem­

peño (7.8,15) alcanzan los mayores valores para el medio Postgate C y para las cepas 5 

y 22 también se logran buenas actividades. Desafortunadamente. para los medios pro­

puestos las actividades son muy bajas y casi nulas. lo que representa un gran problema 

en lo que se refiere al desarrollo de biomasa. 
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Actividad vo1umétnca gS04 11 hr 

cepas Medio Postgate Medio 11 
B e 2 3 

5 9.53E-3 1 18E-3 3 BOE-4 3 12E-4 6 68E-4 
7 5 57E-4 9.37E-4 2.2SE-3 1 72E-4 6 43E-4 
8 9.BOE-5 7 59E-4 O.ODE+O 3.19E-4 O.OOE+O 
15 2.33E-4 1 13E-3 6 74E-4 6.13E-5 4 84E-4 
22 B.92E-3 5.32E-3 7 59E-4 6 74E-5 3.0SE-3 

Tabla 4.3.2 Comparación de la actividad ..... olumétnca de las cinco cepas en 
los medios diseñados contra medio Postgate B y C 

Actividad Especlf\ca gS041DO hr 

cepas Medio Postgate Medio 11 
B e 3 

5 5 01E-3 2.15E-3 5 17E-5 2 60E-5 1.1BE-4 
7 2.42E-4 6 37E-4 2.79E-4 1 4BE-5 1 43E-4 

8 6 30E-5 9 84E-4 O OOE+O 2 65E-5 O.OQE-t·Q 
15 1 77E-4 3 86E-3 5 83E-5 5 63E--6 B.51E-5 
22 2.51E-3 1.84E-3 8.17E-5 5.B1E-6 4.60E-4 

Tabla 4 3.3 Comparación de la act1 ..... 1dad especlfic-..a de las c1nco cepas en 
los medios d1sef'lados contra medio Postgate B y e 

Resultados 

Aunque los resultados obtenidos no sean sat1sfactor1os como para emplear los me­

dios a nivel industrial. estos son útiles ya que nos indican la linea a seguir en lil formula­

ción del medio de cultivo El bajo desemper"lo obtenido se pudo deber· 

a) Inicialmente se propuso que las bactel'"ias serian capaces de usar además del 

lactato de la leche, que se encuentra en bajas concentraciones (3o/o), las azuca­

res del la misma (lactosa) como fuente carbono. Al parecer las bacterias no son 

capaces de usar estos azucares. La solución a e5to puede ser usar mas suero 

de leche para aumentar la cantidad de lactato, pero esto tendría una repercu-
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sión en los costos. Otra opción es investigar fuentes de carbono alternas seme­

jantes al lactato, pero mas comerciales, tales como el acetato. 

b) Como ya se menciono anteriormente. la ausencia de extracto de levadura 

(fuente de nitrógeno) tiene una fuerte repercusión en el desempeño de las 

bacterias, pero principalmente en la actividad especifica que es el paré.metro 

que nos relaciona la cantidad de b1omasa producida. Esto se debe a que el ni­

trógeno es de los principales constituyentes de las protefnas y estas del mate­

rial celular. Se postuló la hipótesis de que las bacterias serian capaces de usar 

las protelnas presentes en el suero de leche. Con lo datos obtenidos no se 

puede afirmar lo contrario. pero al parecer esta fuente de nitrógeno no es útil 

para este tipo de bacterias o tal vez no sea suficiente. Por lo anterior se propo­

ne el uso de otro tipo de fuentes de nitrógeno como podrian ser: harina de 

pescado, harina de soya ó hidrohzado de maiz. los cuales son amp!1nmente 

usados en b1otecnologia. 

En la Tabla 4.3.4 se muestran los requerimientos de cada uno de los compuestos 

que constituyen los medios estudiados. así como su costo por litro Cabe resaltar el he­

cho de que los compuestos que encarecen al medio son aquellos que no se pueden con­

seguir como reactivos industriales de ah! la importancia de buscar sustitutos. Como se 

puede ver el uso de cloruro de sodio encarece relativamente el medio, una posible solu­

ción es uso de agua de mar para sustituir algunas sales. Se debe de considerar la pre­

sencia de sulfatos los cuales son útiles en el desarrollo de los inoculas, no asi en la etapa 

de biodesulfuración. 
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Conlernáo por !1!10 Casio Cllsto 

B e ii-1 11·2 i1·3 8 e li-1 ii·2 ¡¡.3 por kilo 
Lacia\o de sodio ¡Soluoon 7g 12g S592 $10.15 s 845.5! 
50%) 

Suero de leche 637g 637g 63/g $001 $002 $001 $30 

Na,so, 45g SOOI s 1.9 

'ºaso, 1 Og 1 Og 1 Og 1 Og $001 $001 $001 $001 $109 

aCl1•2H10 0069 sooo $34 

1trato de sodio O lOg $005 s 1s2.01 

NH,CI 1 Og 1.0g 1 Og 1 Og 1 Og $001 $001 $001 $001 $001 s 100 

KH1PO, OSg O.Sg 05g OSg 05g ;001 1001 soo1 1001 1001 $240 

MgS0 .. 7H10 0.5g 05g 20g 2 Og 20g $000 $000 $002 $002 $002 $8.6 

NaCI 25g 25g 25g 25g SO\/ $017 $017 $0.17 $6.6 

Extracto de levadura 1 OOg 1 OOg 1 OOg $040 $040 $040 S396.o1 

Soluoónreductora 100ml 100ml 100ml 100ml 100ml $027 $027 S0.27 $027 $027 

OTAl . $6.79 $11.06 $0.50 $0.34 $0.90 

Tabla 4 3.4 Costo de losmed(¡S de cuitr;os anahzafos (precios Noy1emt..re 1&f6l 

1D1spon¡blel.ÍfllC3men!ecorooreactwo11na!ftico 

" 
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4.4. PRUEBAS CON COMPUESTOS ORGANOSULFURADOS. 

4.4. '1. Efecto del solvente. 

En las Figuras 4.4.1 y 4.4.2 se muestran los resultados de las pruebas efectuadas 

para seleccionar el tipo de solvente a ocupar. 

El benceno resultó ser un excelente solvente para todos los compuestos pero no es 

soluble _en agua lo que produce una emulsión que pudiera ser- considerada para el estu­

dio, per-o tiene una gran efecto tóxico tanto en la cepa 5 como la 22. inhibiendo el creci­

miento de un 82.35 para la cepa 5 y eliminando casi por completo la acción sulfato r-educ­

tora para ambas cepas. 

Todos los compuestos en dimetilformamida (DMF) presenta gran solubilidad 

Se tiene conoc1m1ento de estudios sosbre el efecto de los solventes orgánicos en 

sistemas enzimaticos. en la Figura 4.4.3 se muestran varios solventes misibles en agua 

así como su efecto sobre la act1v1dad especifica en sistemas encimáticos .se puede ob­

servar que las mejoes actividades se logran con solventres más polares, como se puede 

ver en Ja figura a, donde el se muestran los solventes de acuerdo a su polaridad, medida 

por el indice Dirmoth-Richard ET(30). , 

Aunque nuestro sistema difiere al presentado nos sirve como una buena aproxima­

ción y nos da las bases para proponer al etanol como solvente a emplear-. Se debe tener 

en cuenta que no es lo mismo el efecto que pudiera tener- el solvente en un sistema me­

ramente bioquómico como es el caso de los sistemas encimaticos y el efecto toxico en 

sistemas vivos como es nuestro caso. 

Tomando en cuenta lo anterior y basados en los estudios realizados se poropone 

usar etanol por su polaridad y su efecto relativamente poco tóxico en los microorganis­

mos. 
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Figura 4.4.2. Efecto de tres solventes en la act1v1dad volumetnca y especifica. 

65 



a) 

Capltulo4 Resultados 

~ = 
porciento en volumen do solvente org;'ln:co 

F1gurd J. 4 3 Efecto de vanos solventes orgánicos solubles en agua sobre la actividad especifica 
en s1s1emas en.=1rn.::it1cos (Vazquez·Duhalt et al. 1993} 

4.4.2. Cornpuestos organosu/furados. 

Tal vez sea aventurado extrapolar la actividad sulfato-reductora de las bacterias a 

compuestos organosulfurados, tomando en cuenta que en el caso de compuestos clcl!cos 

no podemos hablar de estados de oxidación. sin embargo existen reportes de bacterias 

sulfato-reductoras que pueden usar compuestos organosulfurados como único aceptar de 
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electrones (Lizama et al. 1995). y la prueba de la reducción del azufre orgánico es la pro­

ducción de H 2 S. donde el azufre se encuentra en su máximo estado de reducción 

En la Tabla 4 4.1 y la Figura 4.4-4 se muestran los resultados obtenidos de la degra­

dación de los compuestos organosuJfurados propuestos Se muestra la densidad óptica 

que nos da un indicio de la cantidad de b1omasa desarrollada, y Ja producción de ácido 

sulfidrico que nos da una medida ind1recta do la actividad sulfato reductora Se muostra 

tambien, de manera cualitativa la degradacrón de los compuestos organosu/futrados 

1 
DEO 1 

DO I .:~:, 
o 0742 1o114 ':) 11210055.:l 

Etolmerca¡:,!.:i..,o 00.'5-4/ ! OC:'tJ 0025-4 001 /00375 

Ti!bl;J 4 4 1 Ü<"gradac1ón de compuestos organosulturados (DEG Ot-grad.:ic1ón 
+ pos1tiv1.,,o, - negativo) 

Con10 se puede observar en la Figura 4 4 4 ios me;ores crecrm1entos se lograron en 

todos los casos en presencia de d1benzotiof0nc , seguido este por d1~utfura de d1benz110, y 

por su parte la mayor cnntrdad de H2S producido fue para et rianafteno ~eguido de di­

benzotiofena '/ disutfuro de d1benzdo 

De lo an!enor poden1os proponer que lo<> m•croorgr'lnismos 11cnE:c rnciyor af1n1dad al 

azufre presente denlro de anillos drcmatrcos. con10 es el caso del t1onafteno y d1benzot10-

feno 

En la Figura 4.4.5 se muestran los compuestos desulfurados y las reacciones pro­

puestas. degradad.amente en este momento no se cuenta con anállsis cuahtauvos para 

poder corroborar esto, pero partiendo de los resultados reportados en la IHeratura se pue­

de decir que es una buena apnox1mación. 
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Figura 4.4.4 Crec1m1ento y producCJón de H 2S con los cinco compuestos selecoonados, 
(NOTA: Se omiten los datos de el testigo debido a la magnitud de los mismos) 
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Tionafteno Etilbenceno H, 

CD "-
"\ 

Dibenzotiofeno H, H,S B1fenilo 

OcO "-1 "\ 
H, H,S 

Sulfuro de difenilo 

O<::> "-
"\ 

Benceno 

D1sulfuro do dibenz1lo H, H,S 
Tolueno 

OCH,-S-S-CH,-0 "-
"\ 

H, H,S 

Etilmercaptano "- Etano 

CH,CH 2SH 

"\ H,S 

Figura 4 4.5 Reacciones de desutfuraclón propuestas. 
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4.5. ESCALAMIENTO A FERMENTADOR DE 5 LITROS. 

4.5.1. Caracterización del combustóleo. 

En la Tabla 4.5.1 se muestran las caracterfsticas del combustóleo usado en las prue­

bas. Se puede observar que contiene un alto contenrdc de nique/ y vanadio (S.54 y 311 

ppm respectivamente) siendo estos elementos inhibitorios para muchos microorganismos, 

fo que resulta una variable a superar. Por otra parte el contenido de azufre fue de 4.33 °/o, 

dicho contenrdo vana de acuerdo a las condiciones y al tiempo por fo que se caracterizó 

el combustóleo cada vez que se hicieron pruebas. 

determinación resultado norma usada 
cen1Las ,,.D en PP.!:>O o 274 ASTM O 482-91 

vrsc. s s t@ 37 8 "e 2110 ASTM O 87-88 

VISC. s s.f@ so ·e 7004 ASTM O 87-88 

v•sc:. °" s r ·:@ GO •e 306 1 ASTM O B7·88 

\/ISC. S C. f@ 82 2 "e 78.36 ASTM O 87-88 

lllSC s s f@ 98 9 ·e 40 59 AS1M O 87-Bts 

azufre 'Y" en peso 4 33 ASTM O 1552-90 

v. calor 1fico kcal/g 10 151 ASTM O 328G-91a 

V calorifico nelo kc..'"ll/g 9 63:' ASTM D 3286-Gla 

p. especifico(@ 2014 ªe 0.999 l:\.STM O 70·8G 

temp de 1gn1Crón "e 107 ASTM O 92-85 

carbonoº,;, en peso 8491 ASTM O 5373-93 

h•drógeno ~," en peso 10 25 ASTM O 5373-93 

nitrógeno '!'a en peso 0.37 ASTM O ~373-93 

oxigeno e/" t!n peso 0.14 ASTM O 5373-93 

nique/ ppm 5.54 

pot;,:ir.10 ppm 4 17 

sodio pprn 15 45 

vanadro ppm 311 

fierro ppm 4.99 

cobre ppm menos l O 

calc.io ppm 6.82 

magnesio ppm 0.55 

cloruros ppm 0.12 

Tabla 4 5. 1 Ana11s1s de combustóleo proveniente de la refinerla de Tula 
(Instituto de Jnvestigac1ones Eléctricas) 
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4.5.2 Blodoaulfuraclón de combuatóleo. 

En ta Figura 4.5.1 se muestra el comportamiento del ta producción de sulfhídrico 

durante la biodesulfuración. Se puede obseivar que se tiene una cantidad inicial 

debido al inoculo. y esta baja drasticamente y se recupera hasta alcanzar un máximo 

entre las 72 horas decayendo nuevamente. Esto datos serán útiles para calcular una 

cinética y posteriol'l'Tlente hacer el diseño del reactor. 

60 -,-- ----·-:.-:--------

50 l 
40 j 

<'!, ! 
:J: 30 ~ 

e 20 l ..... _ 
•. 

101 -·· ----... -J.' 
o........_-~---~----,-----·-~-~---.------,.--·--· 

o 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 :288 312 336 
horas 

Figura 4.5. 1 Producción de ácido sulfhídrico en el proceso de blodesulfuración. 

En la Tabla 4.5.2 se muestran los resultados de una prueba de biodesulfuraclón 

de combustóleo. Se observa que so alcanz.a una remoclon del 11.3 ºk a las 168 hrs y 

de 25.12ºAJ alas 336 hrs dk:hos valores aUn no satisfactorio para cumplir con los 

requerimientos internacionales ( 1 ºA> de az.ufro) pero nos dan la pauto para sber por 

donde continuar el proyecto 

Por lo quo respecta al poder calorífico se presenta una disminuck>n (9 al 12.8 ºA:.). 

Esto se puede deber : 

• Al romperse la omu1sión quede cierta cantidad de agua emulsionada en el 

combustólao. 

• Por usarse un sistema do calentamiento (autoclave) para romper la emulsión 

exista una degradación ténnlco do algunas moléculas. 

• Los mk:roorganlsmos empleen a k>s hidrocarburos como fuente de carbono. 
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Esta última explicac~n es poco probable ya que las moléculas de hidrocarburos 

presentes en el combustóleo son muy complejas y difíciles de romper. De cualquier 

forma, basándose en las dos primeras explicaciones, pareciera ser que la solución se 

encuentra en la ruptura de la emulsión, por lo que se recomíenda hacer estudios 

sobre esto. Una posible alternativa seria el uso de écido 6 é.lcali. 

Parámetro 

Contenido de azufre (o/o) 

Capacidad calorif1ca 

Remooón de azufre (%) 

Disminución de la capoc:idad 
calorifica (%l 

Combustóleo sin 
emulsionar 

10.13 Kcal/g 

Testigo 
(combustóleo sin 

inócluo) 

9.94 Kcal/g 

3 26°/o 

1.87% 

Tabla 4 5.2 Resultados de una b1odosulfurac1ón de combustóleo 

72 

Combustófeo 
sometido al 

oroceso 
3.56%168 hrs 
2. 96%338 hrs 

8.276 Kcal/g 160 hrs 
9.2 Kcal/o 336 hrs 

11.3% "168 hrs 
25. 12% 336 hrs 
12.83% 168 hrs 

9.18 335 hrs 
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CAPÍTULOS 

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

La biodesulfuración del combustóleo por la via reductlva resulta una attemativa 

interesante ante la deshidrodesulfuración catalítica ya que reduce significativamente el 

consumo energético del proceso, pero representa un gran reto tecnológico tanto en el 

área de lngenleria quimlca como blotecnológica. Los costos del proceso tendrán un 

impacto sobre el costo del combustible pero éste, una vez tratado. podrá ser vendido a 

un mejor proclo. Este incremento no debe ser mayor que el sufragado al aplicar el 

proceso químico (hidrodesulfuración) o el de equipos de control (lavadores de gases) a la 

salida de los equipos do combustión. A contjm,.mción so prosontan las conclusíónes del 

presente estudio, así como las recomendaciones para trabajos posteriores. 

5.1 CONCLUSIONES 

Las cepas seleccionadas para el proceso fueron : s. 7. 8, 15, y 22 debido e que 

presentaron la mejor actividad sulfato-reductora. 

Con respecto al erecto de la temperatura se observó que las copas seleccionadas 

son de tipo mesófilo. por lo que so propone una temperatura de operación de 35ºC. 

Algunas cepas (7 y 22} presentaron potencial para desarrollarse a 2BºC. lo que puede 

reflejarse como una disminución en los costos de calentamiento. 

El mejor valor de pH fue de 7 para todos los casos. Las mejol"es actividades 

especificas se obtuvieron para un valor de pH do a. Por lo que se recomienda usar un 

pH do 7 para el proceso y un valor de pH de a pam el desarrollo do los inoculas, donde 

se busca tener la mayor cantidad de biomasa posible. 
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Para relaciones menores de 0.2 gDQO/gS04 las cepas seleccionadas alcanzan fas 

mejores actividades tanto volumétrica como especifica. lo que nos indica que para el 

medio de cultivo se puede trabajar con mayores concentraciones de sulfatos, o lo que es 

mejor con bajo contenido de sustrato, que en el caso del medio Postgate B se emplea 

lactato que es muy costoso. 

En general para casi todas las cepas se puede decir que la conconlración de 

solución reductora no tiene un impacto importante en la actividad volumétñca y 

especifica. con exepción de la cepa 8 donde aumenta y la 5 que disminuye 

considerablemente. 

Por lo que concierne al medio de cultivo el quo tuvo el mejor desempeño fue el 

Postgate B. aunque /os resultados obtenidos no sean satisfactorios como para emplear 

los medios a nivel industrial. estos son Utiles ya que nos indican la línea a seguir en la 

formulación del medio de cuttivo. 

Se observó que todas las copas seleccionada!> finen mayor afinidad por ol azufre 

presente dentro que los ciclos de las mo1eculas que ol azufro lineal. 

El proceso es capaz do realizar la dosulfuración de combustóleo roduciendo el 

contenido de azufre hasta un 25. 12°...U, poro o~to lleva consigo un tiempo do 336 hrs y 

una disminución en fa capacidad calorifica dol 9.2%. 

La mO.Xima producción de ácido sulfhídrico se logra a las 72 horas do proceso. 

5.2 RECOMENDACIONES 

Actualmente se desconoce qué géneros y especies de bacterias están involucradas 

en las muestras recolectadas. Dobjcjo a la naturaleza de las cepas muy posiblemente se 

trata de consorcios do microorganismos, si bien es evidente que Jos principales 
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microorganismos involucrados en los cultivos estudiados son bacterias sulfato­

reductoras: es posible la presencia de bacterias metanogónicas, las cuales, en las 

condiciones propicias pueden competir con las BSR por los sustratos. Por estos 

motivos es útil realizar estudios sobre producción de H§ contra producción do metano, 

para establecer las condiciones a evttar. 

Se propone realizar estudios para posibles mejoras genóticas do los copas. 

En ol presente trabajo se buscó sustuir los componentes caros del modio de cultivo 

(Postgato B), parn lo cual se empleó suero do loche como sustituto de la fuente de 

carbono y nitrógeno. Esta sustitución no fue exitosa, ya que no se cumplió la cantidad de 

nitrógeno requerido. por ésta razón so proponen otras fuentes de nitrógeno tales como: 

harina de pescado. harina de soya, o hidrolizado de maiz. 

Es conveniente hacer análisis cunntitativos y cualitativos do los compuestos 

azufrados presentes on ol combustóloo, ya que dada la complejidad del mismo, no se 

cuenta con datos precisos sobro que tipo de compuestos se presentan ni en que 

proporción. Asi como an<llisis cualitativo:; do los compuestos azufrados estudiados y sus 

moléculas dosulfuradas, para poder establecer do esta manara los mecanismos do 

reacción. 

Es importante considerar los residuos del procoso, por eso se deben hacer estudios 

para la tratar la'i emisiones de ácido sulfhídrico producido. Siendo una posible solución , 

siguiendo la línea biológica. su adsorción y oxidación a azufre elemental con sulfato 

ferroso y la recuperación de este último por microorganismos (tiobaci/us ferroxidant. por 

ejemplo) capaces de transformar el sulfato ferroso a fórrico.(Asai et a/.1990) 

H:S + Fe2(SO .. h - s + 2Feso .. + H§O .. 

2 Faso .. + H,SO .. + ~ 02 ......... Fe2(S0,.)J + H:zO 
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Al romperse la emulsión de combustóleo-agua, la fase acuosa r-esultante se 

encuentra con un alto contenido de car-ga orgánica por- k> que esta deberá ser tratada 

antes de poder vofver a usarta ó en su caso desecharla 

Como se pudo observar el sistema propuesto presenta ol gravo problema de las 

disminución de la capacidad calorirtca, por lo que se rocomionda hacer pruebas para 

buscar la mejor forma do romper la emulsión con un mínimo deterioro de la capacidad 

calorífica . Para ello, habrá que optimizar ol sistema de separación agua-aceite. además 

de considerar la posibilidad de reciclar el agua de emulsión previo análisis do las 

consecuencias que esto acarraría. 

Las conclusiones y recomendo<=:iono que so plantean on el presente trabajo se 

resumen en el diagrama do flujo de proceso ( Figura 5.1. 1 ). Aunque con los datos 

actuales todavía no no nos os posible definir ol flujo de las corrientos y tampoco los 

balances de materia y energía correspondientes. se considera que el diagrama do flujo 

propuesto sera de gran utilidad on el desarrollo do este proyecto. 
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Apéndice A 

MEDIOS Y TÉCNICAS DE CULTIVO 

La metodologfa empleada para el cultivo de los microorgarnsmos se basó, retomando 

los estudios de Kim et al. (1990) y Lizama et al. (1995), en las técnicas de cultivo para 

bacterias sulfato-reductoras, mesofilicas y gram-negativas descntas por Widdel y Bak 

(1991 ). En este apéndice se descnben las técnicas usadas. 

CULTIVO DE BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS 

Las bacterias sulfato reductoras crecen bajo condiciones reductoras y anóxicas. Si se 

inocula en un medio que contenga oxigeno, Un1camente !os cultivos frescos de algunas 

especies robustas podran desarrollarse. Si la cantidad de inoculo no es muy pequeña, se 

producirá suficiente sulfh/drico para desplazar al oxígeno, aunque el sulfuro aumenta la 

toxicidad del 0 2 , especialmente si se presenta al final en exceso (Cyp1onka et al., 1985). 

Se recomienda remover el 0 2 desplazándolo con N 2 antes de la inoculación, con 

esto se elimina el peligro de dal"\o celular y facilita ta inic1ac1ón de crecimiento. 

La remoción de oxígeno por medios fisicos no siempre es suficiente, especialmente 

para especies con crecimiento lento, o con pequeñas cantidades de inoculo. Para estos 

casos es necesario al"ladir una solución reductora 

Las soluciones reductoras 1 mas empleadas para el cultivo de bacterias sulfato­

reductoros son 

• Ascorbato (dehidroascorbato/.ascorbato) Eº'= 0.058 V 

Tioglicolato (disulfuro de tioglicolatoltioglicolato) E"'= -0. 14 V 

Sulfuro (S'"/H 2 S) E•" = -0.243 V 

' Los pontenciale:;. redox estan calculados a un pl-I dci 7.0 
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Oisulfito (2S03
2 -1s2 0 .. 2 -) Eº' = -0.29 V es relativamente tóxico y solo se usa en bajas 

concentraciones (0.1 a 0.2 mM) 

Cisteina (cistina/cisteina) E"' = -0.325 frecuentemente se usa en el cultivo de 

metanogenicos. 

En este trabajo se empleó una solución de tioglicolato y ácido cítrico. 

En los procesos fermentativos por lote (batch) el crecimiento celular tiene el 

comportamiento descrito en la Figura A.1. La duración de cada una de las etapas 

dependera principalmente de la cantidad inicial de biomasa (inoculo). 

Por criterio eudstico, en biotecnología, usualmente se ocupa entre un 5 y un 10o/o de 

inoculo. 

b1omasa 

UJ! ' ' . . . . 

V VI 

1 ...._,,., 
11 ~aoón d~ cr~to 
111 crocirNento~..a1 

Figura A.1 Curva de crecimiento b~'ltch con seis fases. (Quintero 1981) 

MEDIOS DE CULTIVO 

Postgate (1984) ha desarrollado un gran número de medios de cultivo Para diversas 

especies de bacterias sulfato reductoras Por su parte Kim (1990) emplea medio Postgate 

C y Lizama (1995) una variante de Postgate B. Widdel y Bak (1991) mencionan que los 

medios de lactato han sido usados exitosamente en el cultivo de las bacterias sulfato-
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reductoras "'clásicas" Dasu/fovibrio y Dasulfotomaculum. El lactato sirve como donador de 

electrones y fuente de carbono. Los fosfatos presentes funcionan como buffer. 

El medio API se usó para mantener un stock de las cepas, el cual debe de ser 

renovado cada 3 meses (Aragón et ol. 1996). 

En la Tabla A. 1. se enlistan los componentes de los medios Postgate B, C y API. Las 

sales no se deben mezclar antes de su d1soluc1ón para evitar la formación de 

precipitados. Se deben ai"iadir sucesivamente al agua con agitación. El pH se ajusta a 7 .2 

aproximadamente y se esteriliza a 120ºC durante 15 minutos en una autoclave. 

Tanto la solución do FeS04 como la reductora se estenlizan aparte y bajo una 

atmósfera de N 2 , afiadiéndolas posteriormente al medio y regulado el pH en condiciones 

asépticas. 

MEDIO POSTGATE API 

B e 
Aou3 dest1:ada 1 L 1 L 1 L 

Lactato de sodio cso1uc16n so~~,,) 5.5 mL 9 S ml 

Acetato de sodio 4a 

Na,so. 4.So 

caso .. , o g 

CaCl2•2H-.O O 06 a 

Citrato de sodio 0.3 Q 

Acido ascorb1co O 1 n 

Fe(NH_.) (S0.),•6H,0 0.1 a 

NH.CI 1 O a 1.0 g 

KH PO. 0.5 C1 0.5 n 

K HPO. O 01 n 

MaS0.·7H 1 0 osa 0.5 a 0.2 C"l 

NaCI 25 n 25 q 10 n 

Extracto de Levadura 1.0Q 1 O a 1 a 

Soluc:10n de FeSO_. 10mL O 08 ml 
Solución reductora 10mL 10mL 

Tabla A.1. Compos.1c16n del medio Postgate B,C y API 

Solución Reductora· 
Agua destilada 10 mL 
Tioglicolato de sodio O. 1 g 
Ácido ascorbico O. 1 g 

Solución de Feso .. 
Agua destilada 10 mL 
FeS0,•7H2 0 0.5 g 
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Las bacterias sulfato-reductoras desprenden ácido sulfhldrico como parte de su 

metabolismo en cual forma un precipitado negro debido a la precencia de Fierro en el 

medio (A}. Esta propiedad es útil como un indicador de la actividad celular, pero en 

algunos casos se evita el uso de la solución de Fierro ya que enturbia el medio e impide 

realizar mediciones acertadas del crecimiento celular vía turbidimetro o espectro. 

TÉCNICAS DE CULTIVO 

El cultivo de microorganismos anaerobios presentan la problematica de tener que 

mantener condiciones anoxicas todo el trempo. Existen varias técnicas de cultivo, ya sea 

en medio sólido (agar). empleando jarraras anaerobias ó tubos sellados con parafina y en 

medio líqu1do en matraz o botellas vial. En cualquiera de Jos casos se debe de matener 

una atmosfera reducida. libre de oxigeno y es indispensable que lar recipientes se 

encuentren sellados. 

Se trabajó en medio liquido usando las técnicas de crecimiento en viales y matraces 

las cuales se descnben a cont1nuac1ón 

Crecínrionto en viales 

La técnica de cultivo en viales es ampliamente usada para sistemas anóxicos, debido 

a que es mas seguro mantener una atmósfera libre de oxigeno por el sello de hule que a 

su vez es reforzado por un anillo metálico. Este sistema se empleó para mantener un 

stock de microorganismos y para algunas pruebas. 

Se usaron botellas viales de 150 mL de capacidad. de los cuales se ocupan 

únicamente 100 mL de medio. 

Las botellas se llenan con el medio, sin solución reductora ni de FeSO, (para el caso 

de Postgate} y se sellan. Con una aguja hipodérmica se le inyecta nitrógeno mientras que 

con otra se extrae el aire presente en el espacio libre del frasco. (ver Figura A. 1) 

.. 
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Las botellas se esterilizan en una autoclave (120ºC, 15 minutos). Una vez estériles 

se al"iade las soluc16nes reductora y de fierro (para los medios Postgate) con una jeringa. 

De la misma forma de inocula. Todo bajo condiciones asépticas. 

Como ya se menciono. esta técnica es muy útil cuando se quiere garantizar 

condiciones an6x1cas y es muy práctica para tomar muestras. pero tiene el inconveniente 

del volumen manejado y del control de las condiciones una vez sellado el vial. 

-
Figura A.2. Pruebas en viales 

Croe/miento a nlvol matraz 

Se trabajó con matraces Erlenmayer de 250 mL con tapón hermético de hule con 

tubos de vidrio que funcionan como entrada y salida de gas (ver figura A. 1 ). El volumen 

de trabajo en los matraces fue de 100 mL 

Los matraces se llenan con el medio sin fierro ni solución reductora y se cierran con 

tapones de algodón para su esterilización. Se esteriliza en una autoclave por 15 minutos 

a 120°C. Una vez frias se aflade fa soluciónes de fierro y reductora. Posteriormente el 

inoculo. 
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Los matraces se sellan con los tapones y estos a su vez con cinta de parafina. Se 

inyecta nitrógeno por el tubo que esta en contacto con el medio liquido y una vez 

desplazado el oxígeno presente se cierran ambos tubos con pinzas. 

Se midió el sulfuro de hidrógeno formado desplazándolo con nitrógeno y burbujeando 

este en una solución buffer antioxidante y midiéndolo con un electrodo de ion selectivo ... 

Medio 
PQ~tealaB· 

,-lsm fierro) 

r1 
¡e_ ¡ 
1 ' 

! : 
Solua6n 
Buffer 
Ant1ox1dante 

Figura A 3 Sistema empleado para las pruebas a nivel matraz. 

La técnica de cultivo en matraz tiene la ventaja. a diferencia de las pruebas en vial, 

de ser mas practica para la toma de muestras del sulfidrico producido. 

• vor apéndice C 
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TÉCNICAS ANALiTICAS 

MÉTODO GRAVIMÉTRICO PARA DETERMINAR SULFATOS, CON SECADO DE 

RESIDUO 

La presente técnica fue tomada del método 4500-S04 Standard Methods y 

modificado de acuerdo a las muestras analizadas. La metodología se describe a 

continuación: 

Procedimiento 

a. Pn'ncipio· El ión sulfato es precipitado como sulfato de bario (BaS04 ) en una so:ución 

de ácido clorhldrico al añadir cloruro de bario (BaCl 2 ). 

b. Interferencias: La determinación de ión sulfato esta sujeta a varios errores tanto 

positivos como negativos Las principales causa de inteñerendas que producen 

resultados altos es la presencia de material suspendido, silica, BaCl2 • N03 " y S03
2". 

Las interferencias negativas son producto de la presencia de sulfatos de metales 

alcalinos, que frecuentemente producen bajos rendimientos. 

2 Material 

a. Horno de secado. 

b. Desecador. 

c. Balanza analítica. 

d. Fl1tro: Filtro de membrana M1lipore de 0.45µm o filtro de microfibra de vidrio tipo 

GF/A. 

e. Papel Filtro Whatmann No. 4. 

f Sistema de filtrado: adecuado para el tipo de filtro seleccionado. 

3 Reactivos 

a. Acido Clorhldrico: Solución 1: 1 de HCI 

•• 
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b. Solución de cloruro de bario: Disolver 100 g BaCl2·2H20 en un litro de agua destilada, 

filtrar con papel filtro fino Cada mililitro es capaz de precipitar aproximadamente 40 

mgde so ... 2 •• 

4 Procedimiento 

a. Preparación del los filtros: Secar los filtros a peso constante en el horno a 105ºC , 

dejar enfriar en el desecador y pesar. 

b. Preparación de ID rnuestra: Tomar 5 mL de la muestra y completar a 150 mL con 

agua destilada en un matraz Erlenmayer de 250 mL. 

Ajustar el pH a 4.5 - 5.0 con la solución de HCI y calentar hasta 98"C. Agregar perlas 

de vidrio. 

Precalentar la solución de BaCl2 y agregar 25 mL a la muestra una vez que esta este 

caliente. 

c. Digos/Jón de la rnuestra. Caliente /<J rnuestra de 80 a SOªC no menos de 2 horas. 

d. Filtrado y pesado· Filtre el B<JSO" a tcmpe¡atura ambiente y lave el destilado con 

pequeñas cantidades de agua destilada caliente Seque el prec1p1tado de la misma 

forma como se preparo el filtro. Deje enfriar en el desecado y pese. 

5 Cálculos 

mg so2- I L= mg BaS04 X 411.G 
4 mL muestra 

.. 
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DETERMINACIÓN ÁCIDO SULFHiDRICO 

Mdtodo lodométrico 2
• 

1. Reactivos. 

a) Acido clorhldn·co, HCI 6N 

b) Solución patrón de yodo, 0.0250 N. 

e) Solución patrón de tiosulfato de sodio, 0.0250 N. 

d) Solución de almidón. disolver 2 g de almidón y 0,2 g de ácido salicilico como 

conservador en 100 mL de agua destilada caliente. 

2. Procedimiento 

Añádase con burcta a un matraz de 500 rnL, una cantidad de solución del yodo 

estimada como un exceso sobre la cantidad de sulfuro presente. Añádase agua 

destilada, si fuera necesario , para llevar el volumen 3 unos 20 mL. Añádase 2 rnL de 

HCI 6N. Llévense con una pipeta 200 mL de muestra en el m.otraz. descargando la 

muestra en la superfic;e de la soluc1ón. si desaparece el color del yodo, añádase más 

yodo para mantener el color Titú!ese por retroceso con solución de Na2S 20 3, 

añadiendo unas gotas de solución de almidón al acercarse al punto final, y 

continuando hasta desaparición del color azul. 

3. Cálculo. 

Un miltl1tro de solución de yodo O 025 N reacciona con 0.4 mg s 2·: 

mgs'·11 ~!(AXB) - (CxD))x16000 
mi de muestra 

donde: A= mL solución de yodo 

B = normalidad de la solución de Yodo 

C = rnL solución Na2S 20 3 . 

O = normalidad de la solución Na2S 20 3 . 

2 Metodos Normalizados para el enalls.1s de aguas potables y residuales, 4500-5~· 
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Método Potenciornétrico. 

1. Material y reactivos. 

a) Electrodo do Ion selectivo: Se empleó un electrodo con las siguientes caracterlstlcas: 

Construcción en cuerpo de Epoxy 

Rango de medición: 1.0 a 1x10-7 molar 

32, 100 a 0.003 ppm 

Pendiente 27±2 mv/década 

Temperatura de trabajo: O a 80 ºC 

Interferencias: Hg2, Hg 

Ademas de el electrodo se empleó un potenciometro digital marca lnstrulab y un 

electrodo doble un1ón de refen-..,ncia. asi como un agitador magnético 

b) Solución buffer antiOKtdantc (soluc1ón a1usU1dora 1omca): La solución buffer contiene: 

hidróxido de sodio para mantener en una proporción constante al sulfuro como ión s 2
• 

, ácido ascorbico para prevenir la oxidnción del sulfuro y EDTA como agente quelante 

para enmascarar a los metales pesados 

La formulación de la solución es la siguiente· Disolver sucesivamente en 500 mL de 

agua dcs1onizada (eliminar de preferencia el oxigeno disuelto con nitrógeno) 80 g de 

hidróxido de sodio, 75 g de EDTA y 70 g de ácido ascorbico. Enfrle la solución 

rápidamente y afore a un litro con rnas agua desionizada. Guarde la solución en un 

envase de plástico con tapón hermético. Esta solución tiene un periodo de utilidad de 

2 a 4 semanas. dependiendo su cxpos1c1ón al aire. Se recomienda purgar la solución 

con nitrógeno cada vez que se abre la botella. Si la solución se toma de un color café 

obscuro es que se ha oxjdado y por lo tanto debe desecharse. 

e) Solución estándar. El método potenciométrico requiere de una solución patrón para lo 

cual se emplea sulfuro de sodio. Disolver 1 .5 g de sulfuro de sodio nonahidratado 

(Na2 S•9H20) y aforar a 100 mL. Titular la solución con el método iodométrico. Una 

vez conocida la concentracíón exacta de sulfuro, tomar 50 mL con una pipeta 

volumétrica y aforar a 100 mL con solución buffer antioxidante. Guardar la solución 

., 
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en una botella de plástico cerrada herméticamente. La solución será estable por lo 

menos por una semana. 

La concentración de la solución estándar tendrá la mitad de la concentración 

calculada por iodometrla y será aproximadamente: 

1 mL de solución estándar,... 1 mg de sulfuro. 

Apartir de esta solución se deberán realizar las necesarias empleando buffer 

antioxidante al 25% para aforar. 

2. Procedimiento. 

a) Toma de muestras: Las medición de H 2 S se hace considerando el gas presente en pi 

espacio libre del matraz y la proporción disuelta en el medio 

• Medición de H 2 S gas: Se desplaza el gas presente en el matraz, con nitrógeno y 

se burbujea el HzS producido durante 30 segundos en 20 mL en una solución 

buffer antioxidante al 50% •. 

• Medición de H::-S disuelto: Tomar 20 mL de muestra evitando lo mas posrble el 

contacto con el aire y diluir inmediatamente lo muestra 1 :1 con solución buffer 

antioxidante 

b) Procedimiento analítico· 

1) Lavar los electrodos con agua desionizada y secarlos con un paf\uelo de papel 

desechable. Sumergir los electrodos en 50 mL de solución estándar en un 

recipiente con un magneto para agitación La concentración. s, de la solución 

estándar se deberá escoger mayor que la que se espera tenga la muestra. 

2) Comenzar la agitación evitando la formación de un vortex. y mantener la misma 

velocidad de agitación para todas las mediciones. 

3) Medir el potencial (E1). y tomar la lactura cuando se estabilice. 

4) Repetir el paso 1 con una segunda concentración de solución estándar. s 2 , la cual 

deberá ser menor de la que se espere tenga la muestra y no mayor a 0.5s1 . 

5) Medir el potencial (E2 ). y tomar la lectura cuando se estabilice. 

6) Repetir el paso 1 con la muestra previamente diluida con la solución buffer. 

7) Medir el potencial (E,,), y tomar la lectura cuando se estabilice. 
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B. Cálculos: 

a) Cálculo do la pendiente da calibración: 

le= E, - Ei = -29mV 
logs1 - logs1 

b) Concentración de sz-: 
Calcular ra drterencia de potencial; 

Concentración: e= 2 s 1 x antilog (-L\ 1 k) 

c) Cantidad de H 2 S producida: 

donde: A = mV en la solución buffer. 

B = mL de solución buffer (20 mL). 

C = mV en el medio Postgate B. 

O= mL de medio Postgate B (100 mL). 

25 

20 ,_ --· --¡-
y= 7E--09exp(--0.0311x) 

15 R~ = 0,9988 

g 
10 ----¡ 

5 

i 
o 

-700 -680 -&ID -640 

mV 
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' ¡ 
T 

i ---· ·¡----

-<i20 -<iOO 

Figura C.2.1. Curva de calibración de concentración de i6n sulfuro en soluctón buffer antioxidante. 
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o.• 
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Figura C.2.2 Curva de calibración de concentración de ión sulfuro en medio Postgate B 
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TABLAS DE RESULTADOS 

SELECCIÓN DE LAS CEPAS DE TRABAJO 

DENSIOADÓPTICA SULFATOS ~·DE REMOCIÓN ACTMOAO ACTMDAD 
VOLUMÉTRJCA ESPECIACA 

-;;;;rp-·~~r·,,· _-'.'.':·-+ ,..,,, 5'd1a l.t'd1a S'dia 14'dia 

oe1:as 2'dra 5'dla 1'<1·• 14'd1i gSOOL j gS04t gscJJl 
" % 

gSO¡L,hr gSOilh1 gSO/OOh< gSO/OOh• 

1 02!' 002 0118 0015 0117 2171 1 1%5 1 2052 941'J. 55{)9 172E-03 3a3E-04 291E-04 555E-05 

' o 0012 Cl72 0023 0024 2171 \ 1%5 ¡ 19)3 2447 10722 153E-OJ 746E-Ool 178E-04 522E-04 
l 002B 0011 ow 0013 0055- 2171 1 2021 _r~04~ - 6SJ1 59!3 12SE-OJ 41€E-04 177E-04 151E-04 

4 0131 002 0051 Oll'A 021 2171 1 1%4 1 ~16 6557~ t--¡!7&4 1S6E-03 819E-04 613E-OC 7«E-05 

s om 0013 007 ocoo 0097 ---wtrTia:i-r 1%3 Bs37 t- 9534 t56E-OJ 667E-04 H7E-04 1 JBE.o.t 

s 02aa 0019 0072 0319 ram mr- -19eo-ro~ -ea20 54413 160E-OJ 379E-OJ 4.UE-04 102E-03 

1 003 0019 om 0004 orn 1111 1 rns r1B61 -10911 !422! 197E-03 99'JE-04 l23E·04 1.t7E-04 

1 0256 om 0185 OOia- 011s 2111·~-1-Sfü~ -1110- 12522 211E-OJ !71E-04 22!E-04 150E-04 
9 0118 002! 0155 0!'42 ODt 2111 /1976 -o-aTú- Ydi6- &0384 153E-03 420€-0J 211E-C4 642E-04 

10 00l8 0022 01! 0015 om 2111!2m¡·,¡,,- -5~---·i3S-4S 997E-04 96-IE-04 lllE-04 15JE-04 

11 005 002 0181 o~ 011 2m~ 1 1e15 ·9110- !64'J5 165E-03 114E.(l3 182E-04 20!E-04 
!2 OC6l 0019 0208 0014 012 2171. 1~ 1~7- -wru·-ñm llísfóJ lfi'2E.(lJ 182E-04 269E-04 

1l 006 0029 om OC26 OG54 'W1Rir.s1 -lBJG-- ·--3~ 15450" 175E-03 !08E.(l3 282E-04 256[.C< 

14 0018 001 0072 0082 01l2 ""-~-~- -- ü61T j¡fü 22eE1J3 101E1J3 6l'E-04 156E-04 

15 0103 0032 0112 0029 0.125 2171 ¡ 19!5 17Col! :--ITT11 21411 l97E.{)3 149E-03 35JE-04 2 3~E-04 

11 0015 0008 OC65 003 0113- 2171 ¡ tS-13 ! 1902 ~~u 12ill 191E-03 865E-04 578E-04 153E-04 

17 0064 0024 ú195 0006 0147 2171 -t 1'"14 r1m- a 1s3 21147 148E·03 !OE-03 151E-04 200E-04 
11 0095 0024 Q(>',.5 oooJ oon 2111 lTs¡-¡ 13'JT -sü;=f=i:n 15'5E-OJ 118E-03 4B1E-04 307E-04 
11 om 0021 om 001s om 2171 1 20·0 r-1ri1 ~ 65-5 2~ 199 843E-04 141E-03 IJSE-04 22*-04 

~Oó72 0014 0143 º°" 0112 
1111 fl95IT1•¡1- -1o1IT"-!19 aw 18.4E--03 138E-03 257E-04 2'5E-04 

21 0012 0011 0095 0123 oGeT ~9¡1-1-iió -,TmT-,.m 230E-03 127E-OJ 464E-C4 2S8E--04 

ll 0.09 oo; 0235 007~ 0172 on- 1e-n 536CP.3% !15E-03 944E-04 967E-05 1.10E·04 

2l 0127 0041 0092 ºº~~~ 2171 jM2f-1;37 5M5 1 20010 911E-04 139E-03 198E-04 270E-04 

24 0057 0021 0104 01~ 012' Ttfl"\-191i-[i6]i"'- -,r9~-·nm 216E-03 IOSE-03 4\6f0i"" 1TsE-Oí 

Tabla C.1 Datos de las cepas a pH de 5 
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Apéndice C Tablas de resultados 

DETERMINACIÓN DE LAS CONDICIONES OE PROCESO 

E'Tecto de la temperatura 

Remoción porcentual de sulfatos 

cepa 28ºC 35ºC 45ºC 

168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 

5 2,123 29.188 92.797 86.068 0.065 0.024 

7 2,477 58.423 61.047 47.968 0.772 6.134 

8 9.846 2.358 65 028 64.364 2.804 2.624 

15 5 557 0.162 57.446 61.521 2 076 0.000 

22 0.937 54.978 79.623 79.623 0.000 0.896 

Tabla C 3 Rcmoc1ór. de sulfatos D 28. 35 y 45ºC 

Actividad Volumétrica (g S0,11 hr) 
cepa¡r---~~~-2~8~º~C,--~~~-r-~ 

íl ¡ 168 hr::; 336 hrs 168 hrs 

i ~ ¡
1 

1. 93E-o~~ 1 .89E-03 1 20E-02 

, 2.34E-04 281 E-03 7.89E-03 

8 , 9.47E-04 5.76E-04 3 41E-03 

15 1

1 

5.24E-04 2.G9E-04 7.43E-03 

22 8.39E-05 2.48E-03 1.03E-02 

35ºC 45ºC 

336 hrs 168 hrs 336 hrs 

5 56E-03 5.95E-06 1 11E-06 

3 lOE-03 7.30E-05 3.24E-04 

4.16E-03 2.70E-04 2 57E-04 

3.96E-03 1.96E-04 0.00E+OO 

5.15E-03 O.OOE+OO O.OOE+OO 

Tabla C 4 Actividades volumetncas a 28, 35 y 45ºC 

Actividad Específica (g SOJOO hr) 

copa 2SºC 35°C 45ºC 

168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 

5 1.43E-04 1.22E-03 7.79E-04 3 71E-04 4.58E-06 9.22E-07 

7 1 17E-04 1.17E-03 5.30E-04 2.20E-04 4.56E-05 2.03E-04 

8 7.28E-04 3.20E-04 6.83E--04 3.38E-04 1.59E-04 6.52E--05 
15 6.17E-04 1.99E-04 5 38E-04 2.70E-04 1.45E-04 O.OOE+OO 
22 6.45E-05 6.80E-04 5.59E-04 2.20E-04 O.OOE+OO O.OOE+OO 

Tabla C.5 Actividades especificas a 28, 35 y 45°C 
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Apéndice C Tablas de resultados 

Efecto de la ternperatura 

Remoción porcentual de sulfatos º/o 

cepa pH 5 pH 7 pH 8 

168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 

5 8.637 9.584 92.797 86.068 30.144 87.619 

7 10.911 14.228 61.047 47.968 10.233 40.416 

8 11.669 12.522 65.028 64.364 32.615 34.398 

15 10.911 21.431 57 446 61.521 5 326 11.820 

22 6 362 13.565 79.623 79.623 63.751 75.517 

Tabla e 6 Remoc16n de sulfatos. a pH de 5, 7 y B 

1 Actividad Volumétrica (gSO, 11 hr) 

ce:ar pH 5 1 
pH 7 1 pH 8 

168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 
1 

168 hr::; 336 hrs 

" 1 
1.55E-03 6.67E-03 1.20E-02 5.56E-03 

1 

1.55E-02 3 99E-03 

7 

1 

1 97E-03 9.90E-04 1 7.89E-03 3.10E-03 1.79E-02 1.91E-03 

8 2 11 E-03 8.72E-04 8 41E-03 4 16E-03 1.61E-02 1.65E-03 

15 1.97E-03 1.49E-03 ¡ 7.43E-03 3.98E-03 1 1 84E-02 5.57E-04 

22 1. 1 SE-03 9.44E-04 1.03E-02 5.15E-03 1.22E-02 3 38E-03 

Tabla C 7 Actividad volumétnca a pH de 5, 7 y B 

Actividad Especifica (gSO, IDO hr) 

pH 5 pH 7 pH 8 

cepa 168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 

5 4.47E-04 1.38E-04 7 79E-04 3.71E-04 5.95E-D3 1.04E-03 

7 2.23E-04 1.47E-04 5.30E-04 2.20E-04 6.77E-03 5.62E-04 

8 2.28E-04 1.SOE-04 6.83E-04 3.38E-04 5.37E-03 9.19E-04 

15 3.53E-04 2.39E-04 5.38E-04 2.70E-04 9.42E-03 2.53E-04 

22 9.67E-05 1.10E-04 5.59E-04 2.20E-04 2.71E-03 7.04E-04 

Tabla e.a Actividad especifica a pH de 5, 7 y B 



Apéndice e Tablas de resultadas 

Efecto de la concentración de sustrato 

º/o do Remoción 

copa 2.17g/I 1 2.17gll 4.54gll 4.54g/I 6.34g/I 8.34011 16gll 16g/I 

168h 336h 168h \ 3J6h 168h 3J6h 168h 336h 

¡>--s-~-9-2~00~!-86~Q7 -2GIT~ _i_~-- -~-~~ ~~ 
1 7 i G105 \ 4797 ¡ oso i 1745 1 o4o--1 1sss: 3357 2so9 l 
i B i 5503 [~f 098 ! i475 h~·-4ro-t2:;-·11-1 27.36~ 
li5f 5745 ! 61 52 1 297 \ 834 !~ 17.35 1. 4955 1 3261 -~ 
~79(i~ \ 7962 1875 13154 \ 17iQ 1 i56G \ 2~29<!1 j 

! Actividad Volumótrica (g 504/1 hr) J 
copas ¡; 17gfl ~-;-:;~g/Jl 4.54g/I i 4.54g/I 1 B.349/I B.34gl\;,~-~~; 

,_ __ ,_' _16Bh i 33~ 168h ¡ 336h 168h J36h j 168h ] 336h q 
5 1 2QE":-2is56E-~ 7 O 1 E-4 \ 7 G5E-4 ~ 3 04E-3 1 11 E-3 [~.57E-2 _l 1 40E-2 

7 09E-3 \ 3 10E-3 : 17E-4 ( 2 21E-3 ¡1~365°E-3-f3~2~ 
B 41E-3 \ 4 16E-3 2 66E-4 ¡ 1 87E-3 ¡ 1 62E-3 9 26E-4 / 2 OBE-2 ! L20E·2 

15 7 43E-3 \ 3 98E-3 B OSE-4 l 1 06E-3 1 1 71E-3 3 99E-3 j 4 67E-2 ! 1 43E-2 

22 1 03E-2 ! 5 15E<3 5 09E-3 f 3 99E-3 1 B 43E-3 3 60E-3 ! 2 48E-2 j 1.29E-2 

Tabla C 10 Act1v1t!.:id vo•urT1ét11ca a diferentes c:oncentrac1one~ de t.ul1.:::ita a 168 y 336 horas 

Actividad Especlflca (g S041DO hr) 

copas 2.17gll 2.17g/I 4.54gfl 4.54g/I B.34gll 8.34g/I 16gll 16g/I 

1G8h 336h 16Bh 336h 16Bh 336h 168h 336h 
7 79E-4 3 71E-4 1.31E-4 1 OSE-4 8 21E-4 1.01E-3 2.33E-2 2.49E-3 

7 5.30E-4 2.20E-4 6 04E-5 3 GOE-4 9 BOE-5 1 22E-3 1.51E-2 4.75E-3 

8 6.83E-4 3.38E-4 9 87E-5 501E-4 1.47E-3 1.29E-4 2.37E-3 B.60E-3 

15 5 38E-4 2 70E-4 2 12E-4 1.34E-4 3.1BE-4 2.B5E-3 2.92E-2 8.44E-3 

22 5 59E-4 2.20E-4 8.19E-4 8 68E-4 1 83E-3 8.19E-4 7.53E-3 3.01E-3 

Tabla C 11 Ac::hv1dad especifica a diferentes con.::.entrac::1ones de sulfato a ,68 y 335 horas 



Apéndice e Tablas de resultados 

Efocto de la solución roductora. 

"/., de remoción A. Volumétrica A. Específica 1 
copas 100•1. 1 

BS 31 1 
1 

o 88 1 
15 :: 08 1 
:22 -:-o 112 1 

PRUEBAS CON COMPUESTOS ORGANOSULFURADOS 

PorC>t"n!o ?orca~nto de Actrvodad 

Solvente Cepa de rernocK'.ln 1nh1b1c16n Ce Volumélr1Cd Especifica 
(gSO.llhr) (gso.100 hr) 

Etanol " ~ :::> 23 52 5 StE-4 9 19E-4 

Etomol 22 4 =~ 21 27 4 53E-4 6 04E-4 

OMF 3 59 78 43 3 BOE-~ 1 90E-4 

DMF 22 6 26 52 48 G 62E-4 3 SBE-4 

Benceno o 00 82 35 o 00 000 

Benceno 22 o 23 :'B :Jfi 2 45E-5 2.45E-5 

Test>go 85 30 9 5.3E·3 8 92E-3 

Testigo 22 79 62 5 01E-3 2 51E-3 

Tabla C 13 Efecto del ~l..,cntc el la act1..,1d3d de !as cepas 5 y 22 
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