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RESUMEN

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

condiciones de operacion de un proceso de biodesulfuracidon de

combustéleo por la via reductiva.

En el primer capitulo se hace una breve introduccién, donde se

pretende justificar el proyecto de biodesulfuracion.

El segundo capitulo comprende una revisién bibliografica donde se
plartea mas a fondo la problematica derivada del uso de combustibles con
alto contenido de azufre. De esta manera se pretende ilustrar la importancia
energética del combustdleo y el impacto ambiental que acarrea su uso. En
este mismo capitulo se hace una revisidn de las tecnologias existentes para

ia desulfuracion de combustibles fésiles, asi como los estudios realizados en
el area de biodesulfuracion.

La metodologia experimental empleada se describe en el capitulo tres y
en el apéndice A, donde se describen las técnicas empleadas.

En el capituio cuatro, se hace una discusion de

los resuiltados
obtenidos comparandolos con los reportados en la literatura.

En a! capitulo cinco se concluye sobre los resultados obtenidos en éste
trabajo y se plantean las recomendaciones para trabajos posteriores.
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ii. Identificar los parametros a controlar en el

OBJETIVOS

OBJETIVO

Seleccionar las condiciones favorables para la desulfuracién, por la via
biolégica, de combustoleo mexicano.

METAS PARTICULARES

Evaluar la actividad sulfato-reductora y el crecimiento de veinticuatro cepas
anaerobias, con el fin de seleccionar las mas aptas para el proceso.

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

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

proceso y seleccionar las
condiciones favorables de los mismos para la biodesulfuracion.

Demostrar que las cepas seleccionadas son capaces de degradar

compuestos organosulfurados presentes en el combustdleo.

Realizar una prueba de biodesulfuracion en combustéleo.



CAPITULO 1

1. INTRODUCCION

El creciente problema de ia contaminacién producida por el uso de combustibles fosi-
les ha suscitado la necesidad de implementar legislaciones en materia ambiental cada
vez mas estrictas y por consiguiente de procesos y combustibles mas limpios.

En el caso de la contaminacidon por oxidos de azufre (SOx), esta genera graves pro-
blemas al equilibrio ecologico, asi como también de corrosién, ya que al combinarse con
1a humedad del ambiente produce acido sulfunco que ocasiona el deterioro de matenales

de construccion, bosques y ecosistemas completos

Las emisiones de SOx se deben en gran medida al uso de combustbles fosiles
{carboén y combustdleo principalmente) para calefaccion y produccion de energia eléctri-
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%) que sobrepasa !os requenmientos
internacionales para cumplir con las emisiones al aire permitidas para los 6xides de azu-
fre (menor al 1%). Esto hace que el petroleo mexicano y sus derivados se coticen a un
costo entre 35 y 40% menor que el de otros paises cuyo contenido de azufre es inferior

Existen varias soluciones al problema de la contaminacion por oxidos de azufre tales
como la implementacion de equipos de control, desarrollo de sistemas de combustidon que
reduzcan !as emisiones o emplear combustibies alternos libres de azufre, pero dada ia
importancia econdmica del petroleo en Meéxico, surge la necesidad de tratar las fracciones
para reducir su nivel de azufre

La biodesulfuracion de combustibles fosiles consiste en el uso de microorganismos o
enzimas denvadas de microorganismos para degradar los compuestos con azufre presen-
tes en el carbon, petrdleo o sus fracciones



Capituto 1 Introduccién

La biodesuifuracién presenta muchas ventajas, comparadas con los procesos tradi-
ciones de desulfuracion, como son: menores costos de inversion y operacion por el uso
de temperaturas y presicnes de operacién bajas, ademas no existe el requerimiento de
costos catalizadores metalicos ni de suministro de hidrogeno.

El grupo de trabajo Tratarmiento y Reuso del Instituto de Ingenieria, ha iniciado un
proyecto de investigacién sobre la remociéon bioldgica de azufre en el petrélec y sus deri-
vados, tales como el combustdleo. El objetivo es determinar la aplicabilidad y grado de
remocion de los compuestos de azufre en las fracciones medias y pesadas del petrdleo
mexicano para desarrollar una biotecnologia que pueda competir ventajosamente frente a
otros métodos de remocion empleados comunmente. Como primer etapa, se estudia el
caso del combustdteo

Et desarrollo de un proceso biotecnoldgico ceme el propuesto involucra vanas etapas
tales como (Winkler 1990):

e Diseno del ambicnte favorable para el proceso, o que representa definir una
serie de parametros que seran las condiciones de proceso .
= Ingenierfa de Fermentacién, incluye el disefo, desarrollo y construccion del
reactor asi como los requerimiento de la planta para mantener el ambiente dise-
Aado.

Desarrollo de los organismos. Esto consiste en la seleccidon de cepas que tenga
un alto rendimiento. Es decir se deben buscar organismos que tengan una alta
velocidad de crecimiento y de produccidn (o degradacion) del producto deseado

asi como el menor consumo de sustrato.

La presente tesis se enfoca principalmente en el primer punto (disefio del ambiente),
es decir, seleccionar las condiciones fisicas y quimicas mas favorables para e! proceso y
parte en el tercero (desarrollo de los organismos} no siendo Jn desarrollo proptamente
sino mas bien una seleccidn de los microorganismos mas apropiados.

Por lo que respecta a la ingenieria de fermentacion se pretende que el presente tra-

bajo pueda sentar algunas bases para el escalamiento de! proceso.



CAPITULO 2

2, ANTECEDENTES

2.1. COMBUSTOLEO.

€1 combustsdleo es un combustible de tipo residual, es decir, un producto de los
fondos de la destilacidn en la refinacién del petrdleo. Una definicion aceptada de
combustbdleos es proporcionada por la especificacion de la American Society of Testing
and Materials (ASTM) D 396 para combustdleos’. La ASTM define seis grados los cuales
se describen en la Tabla 2.1.1

PROPIEDAD GRADO GRADO GRADO GRADOC GRADO GRADO GRADO
No.3 No.2 No 4 No 4 No 5 No & No.6
(igero) (igero) {pesado)
Caracteriaticas Aowe geaitese | Acete amaiade | Ubeamentn 00 | Utceimante na | Eluis e ieca
barm auar a0 | ©ars e gene. | sxremuners ore: | 30 renmore pre- | vt aments Go.
ey s om camr | Caimtmrrtes | cuertaman i | e dn
pars s tars. | parm iy
Pare e portacdn °

rammdcr >ty vero -

Gravedad Especifica 60760 F 0 5499 08762 08762
tgrados APY) (35 min) (30 miny (30 max )
Temperatura de inflamacion
“CCF). min 38 (100) 38 (100) 38 (100 55 (130) 55 (130) 55(130) 60 (140)
Vizcosidad cinematica mm /s
238°C (104°F) min 1.4 20 20 5.8 >26.4 >65
max 2.2 36 sa 264 65 194
a 40°C (104°F) min 12 19 55 >240 >58
max 21 3a 240 (58 ¢S (168 cs1) .
& 100°C (212°F) min . . 50 a0 15.0
max 89 149 500
Temp. de desulacion-C("F)
10% vol. recuperado, max 215 (420)
0% vo! rocuperado. min . 282 (540)
max 288 (550) 383 (540)
Azutre %% en peso_max G5 05
Cenaa (% on masa), max 005 CRY) o5 6.5
Residuo de Carpon 10% b, %% 0.t5 0235 .
m. max
Agua y sedimento
(% en volumen). max oos 005 050 050 160 100 200
Tabdbla 2.1.1 Requerimientos para combt

° Standar Specification of Fuel Olis, 1986. Amencan Society of Testings and Materials. (D-396-86)




Capituio 2 Antecedentes

En Mexico, el principal tipo de combustdleo que se produce es el pesado de acuerdo
a informacion de Pemex-Refinacion, este tipo de producto en nuestro pais tiene las si-
guientes caracteristicas (Franco 1996)
= Temperatura de inflamacioén: °C 66 Min.
= Temperatura de escurrimiento: °C 15 Min.
e Agua y sedimento % Vol.: 1.0 Max
e Viscosidad S.F. a 50°C Seg.: 475/550

= Azufre % en peso: 4, 4.4

2.1.1. Imp ia del bustéleo como energético.

€1 combustdleo se utiliza ampliamente como combustible en diversos procesos indus-
triales y esto se debe en gran medida a su alto poder calorifico y a su bajo costo por ser
un residuo de la refinacién del petroleo.

En la Tabla 2.1 2 se enlistan diferentes sectores y su consumo de combustéleo du-
rante 1994. Como se puede observar su principal aplicacién es la generacion de energia
eléctrica, esto debido a que dado su bajo costo. alto poder calorifico y disponibilidad, re-
sulta un combustible atractivo para este propésito, contribuyendo durante 1894 en mas de
las dos terceras partes de |la generacion de energia eléctrica a nive! nacionat.

En la Tabla 2.1.3 se muestra una relacién de |a generacidon de energia eléctrica acor-
de a cada uno de los sistemas existentes en Meéxico. En esta tabla podemos observar
que los sistemas Termoeléctricos, que emplean primordialmente combustoleo, constitu-
yen el 85.42% Jde ia produccion nacional.

En la Tabla 2.1.4 se detalla cada sistema y su consumo de combustible durante
1994. Se puede ver !a importancia del combustéleo, ya que representa mas de la mitad
del consumo total de los sistemas termoeléctricos (68.23%) empleandose principalmente

en sistemas de vapor y duales.

" Refinerias: Cad . Minatttan, Safina Cruz y Tula
~ Refineria de Ciudad Madero

"



Antecedentes

Capituio 2
CONSUMIDOR PETACALORIAS | % DE CONSUMO
GENERACION DE ENERGIA ELECTRICA 189.7 73.06
SECTOR INDUSTRIAL

tndustna Cementera 206 7.93
Industria Quimica 11.2 4.31
Industna Azucarera 77 297
Industria Siderurgica 4.8 1.85
tndustria de Celulosa y Papel 38 1.46
Industria Cervecera y Malta 1.1 0.42
Otras 11.9 4.58
SECTOR TRANSPORTE
Maritimo a5 0.17
SECTCR COMERCIAL
Comercio a4 324
TOTAL 259.7 100
Tabia 2.1.2 Consumo de combustdieo durante 1994 (SEMIP 1994)
GENERACION DE ENERGIA ELECTRICA
PLANTAS DE GENERACION BRUTA 1994
GENERACION Gwh %
HIDROELECTRICAS 20,048 14.58%
TERMOELECTRICAS 117,470 85.42%
Vapor 77,023 58.01%
Ciclo combinado 9,099 6.62%
Turbogas 456 0.33%
Combustién intermna 249 0.18%
Geotermoeléctrica 5,598 4.07%
Dual 7.770 5.56%
Carboeteéctrica 13.036 2.48%
Nucleoeléctrica 4,239 3.08%
EOELECTRICAS no representativa
TOTAL 137.518 100.00%

Tabla 2.1.3 Generacion de energla eléctrica a nive! nacional durante 1994



Capitulo 2 Antecedentes

Tipode  [Generacisn COMBUSTIBLES
T léctrica | Bruta C Gas Cisel Carpon U0, Total
Wh W10 {Teracal [MKe0" {Teracat |WX18" |Teracat {TonX10*|Teracal |MVOIST [Teracal {Teracal
VAPQOR 71023 | 17.083 [170 102§ 2603 [ 23764 18 165 - . - - 184 041
CicLo 9,093 105 ] 1084 | 2204 [ 15648 ) 123 | 1137 . - - . 20,829
COMBINADO
|
TURBOGAS | 456 . NEEEEREIEE . . T i
COMBUSTION w9 K EKj| . - kx) 3 - . - - 633
INTERNA
DUAL e | o lwres] - | - b v L | - | - | - | - [wm
i
" t
CARBO- 1303 - . - - " i} 66% | 6B . . 30,740
ELECTRICA |
; -
|
NUCLEQ- 4235 - - - - . - - - 8077 | 11530 | 11,530
ELECTRICA L
TOTAL 109700 1062700 ) 15047 | 5080 | 42877 | a4 ¢ 3177 ) 56% | 30635 | 6077 | 19530 | 277990
PORCENTAJE §8.23% 15.46% 1.94% 11.02% 4.45% |100.00%

Tabia2 14 Comparacion de kos Glersnies sisiemas formos'écines y Sus cembustbles durante 1594 sector eléctrico national)
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Las ventajas y desventajas del uso de combustédleo se derivan de sus caracteristicas,
composicién y precio con relacion a otros productos. Podemos decir que es mas facil de
manejar y transportar que el carbon y mucho mas dificil que el gas y otros hidrocarburos
Menos Vviscosos.

El combustéleo tiene el inconveniente de la presencia de sustancias que dan lugar a
emisiones indeseables de contaminantes y problemas de corrosién. Por otro lado, ia re-
lacion costo-poder calorifico lo hace un energético muy atractivo comparado con otros
{ver Tabla 2.1.5).

COMBUSTIBLE PODER CALORIFICO cosTo* COSTO/ENERGIA
SIKcal
Combustoleo 39,759.0 8TUN 170.0 sit 4.27
Gas Natural 33,563.0 BTU/M® 243.0 3/m® 7.24
Diesel 36,679.0 BTUA 516.0 1 14.06
Carbén Micare 18, 135.0 BTU/Kg 103.0 $/Kg 5.68

* incluye 15% de IVA. (anuano de C.F.€.,1990)

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

2.1.2. Contenido de Azufre.

E! combustoleo y en general el petrélec mexicano tienen un alto contenido de azufre
(de 1.5 a 4%) en comparacion con los combustibles fosiles de otras partes del mundo. En
ia Tabla 2.1.6 se enlistan petréleos crudos de varias regiones , donde se observa que el
petréleo tipo Maya presenta la mayor cantidad de azufre.

PEMEX clasifica a los combustéleos de acuerdo al contenido de azufre en pesados,
intermedios y ligeros. £) procentaje de azufre en peso para el caombustéleo pesado va de

3.0% en adelante, para el combustéleo 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 combustdleo varia de acuerdo a la refineria y al tipo de
crudo del cual proviene. Asi tenemos que un combustéleo de ia refinacidén de crudo tipo
{stmo tendra de 1.9 a 3.9%. uno de crudo Maya de 4.3 a 5.3% y uno de Olmeca tendra de
1.42 a 1.6 % en peso de azufre. (Manriquez et al. 1991).

Debido a la complejidad del combustéieo no se cuenta con datos sobre ta propaorcién
y el tipo de compuestos organcsulfurados presentes en él. En la Tabla 2.1.7 se enlistan
algunos compuestos representativos existentes en los petroleos crudos, esta lista se pue-
de tomar como una buena aproximacion para e! combustdleo por ser éste un residuo, ya

que la mayoria de estos compuestos se concentran en el combustdleo al refinarse el pe-

troleo.

Crudo % de azufre
Istmo 1.5
Maya 3.3
Olmeca 0.8
Kuwait 26

io Oriente 1.5-3.0
Venezuela 1.7

i i 1.6
(California 1.0
Canada 0.44
lAfrica del Norte Q.18
Lejano Oriente 0.10

Tabla 2.1.6 Contenido de azufre en algunos petroleos crudos.

NOMBRE ESTRUCTURA
Ticles (Mercaptanos) R-SH
Disutfuros R-$-S-R’
Sutturos R-S-R'

Tiofenos @ R

Benzotiofenos @JR
Dibenzotiofenos O-D R

Tabla 2.1.7 Compuestos organosulfurados presentes en el petroleo.
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Nombre Punto de ebutlicién °C e 6N POSO
1-Butanotiol 98.4 Traza
1-Propanctiol 67.5 0.00041
2.2-Dimetif -3- hiopentano 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 - propanctiot 64.22 0.00055
2-Metit -1- propanotiol 88.72 0.00003
2-Metil -2- butanotiol 99.0 0.00064
2-Metl -3- tiopentano 107.4
2-Metil 3- iohexano 132.05 0.000078
2-Metiltiociclopentano 133.23 0.0023
2-Metltiocliclohexano 153.04 0.0028
2-FPentanctiol 112.9 0.0014
2-Propanotiot 52 56 0.00199
2-Tiobutano 66 65 0.00222
2-Tiohexano 123.2 0.000077
2-Tiopentano 95.62 0.00030
2-Tiopropano 37.31 0.00088
3.3-Dimetit -2- tiobutana 98.0
3-Metit -2- butanoctiol 109.8
3-Maetil -2- tiobutanc £4.81 0.00064
3-Metiltiociclohexano 158.04 0.000024
3-Meliltiociclopentano 138.67 0.00046
3-Pentanotioi 113.9 0.00057
3-Tioheptano 144.24 0.000078
3-Tiohexano 1318.50 0.00012
3-Tiopentano 92.10 0.00075
4-Metil -3~ tiohexano 133.65 0.00050
4-Metiltiociclohexano 158.64 0.000048
Ciclonhexanotiol 1588 0 0012
Ciclopentanotiol 1322
cis-2.5-Dimetitiociciopentano 142.28 0.0024
Bibenzotiofeno 332
Disulfuro de dibenzilo
Etanotiol 35.00 ©0.00530
Metanaotio! 5.86 0.00240
Sulturo de ditenilo
Tiociciohexano 141.75 0.60032
Tiociclopentano 121.12 0 000077
Tionafteno 84.2
trans-2,5-Dime! itano 142.0 0.0025

Tabla 2.1.8 Compuestos azufrados que se han encontrado en el petréieo.
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2.2. QUIMICA DEL AZUFRE.
2.2.1. Ciclo def Azufre.

El ciclo de arufre 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 represantacion esquematica de los flujos de azufre que se presen-
tan en la litosfera, el agua y la atmdsfera. En este esquema se& expresan con nUmeros
romanas los flujos y con numeros arabicos la magnitud de las mismos, expresada en to-
neladas por afio. Se denota con circulos las emisiones antropogénicas.

aumdsfera continental

atmoésfera oceanica

3 Emisionea por uso de combustities fOuns .

Il Ermisiones voican.cas
Wl Ermisiones biogénicas v le Lena
ransporte #mo.
X Eemazanios navmia

Foveates G L nauaie quiric H

VIl Arrastre 08 08 roe 3 ma

Vit Ameate de rios subiemaneos a mar
x Cuarpce de agua
X Uso ao femhzantos

VAL Emusiores Dioganiirs dei vueanc
XU industiakzacon e mineraiss con azufre

Figura 2.2.1 Cicio biogeoquimico det azufre. Modificago de tvanov (1993)

Se puede observar que los fiujos antropogénicos tienen un peso considerable en el
balance giobal. Entre ios mas imponantes podemos destacar. La industrializacion de mi-
nerales con azufre (169 Ton/afno), el usos de fertilizantes (28 Ton/aiio) y las emisiones

por combustion (113 Ton/afio) que representa un grave problema ambientat
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por combustién (113 Ton/afio) que representa un grave problema ambiental.

Las emisiones a la atmdsfera se encuentran conformadas por H2S de la descompo-
sicidn de materia organica y éxidos de azufre resultado de la combustién. De estos com-
puestos se desprenden una serie de procesos donde intervienen el oxigeno y la radiacion
solar. En la Figura 2.2.2 se muestran ias reacciones atmosféricas que ocurren en e! ciclo
del azufre y algunas gue se dan en el suelo. En si, fa reaccidon por si sola es lenta. pero el
proceso se acelera en presencia de hidrocarburos y otros contaminantes asociados con

las emisiones de vehiculos (OMS 1982).

jo]
H,S + {O,
O,
(horas)
hv
combustién SO, + (O
=
Bacterias
anaerobias (horas 6 dlas; mas
del suelo rapidos en solucion)
SO, + H0
(segundos}
H;SO, + X
XS0,

Figura 2.2.2 Reacciones que participan en e! ciclo de azufre,

2.2.1.1.Ciclo biologico del azufre.

Como se puede observar, tanto en la Figura 2.2.1 como la 2.2.2, los organismos vi-
vos constituyen una un eslabén indispensable en el ciclo del azufre. En la Figura 2.2.3 se
muestran los principales mecanismos en donde participan los seres vivos en el ciclo de

azufre.

11
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Los principales depdsitos naturales de azufre y compuestos azufrados los constituyen

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

rias:

Las transformaciones microbianas def azufre pueden ser agrupadas en cinco catego-
(Alvarez, 1983)

Reduccién asimilatoria de sulfatos. En este proceso el suifato es usado como fuente

de azufre para la biosintesis de compuestos organosulfurados en plantas, hongos y
micreorganismos.

Mineralizacién. Los productos formados en el rompimiento de los compuestos or-
ganicos azufrados varian en relacion con el tipo de compuesto y microorganismo,
asi como de las condiciones ambientales. La degradacion de materia organica
muerta de plantas y microorganismes. da como resuitado la formacion de acido

sutfhidrico, este puede ser oxidado & precipitar como sulfuro por la presencia de
metales pesados (mineralizacian).

Oxidacién de sulfuro. El grupo mas numeroso de microorganismos gue utilizan el
azufre inorganico es el de las bacterias, aunque se ha encontrado que algunos
hongos y actinomicetos pueden también oxidar formas reducidas de! azufre in vitro.
La oxidacion puede ocurrir de forma espontanea cuando se encuentra suficiente
oxigeno o nitratos, por otra parte la oxidacidon bioldgica se da bajo condiciones
aerobicas, andéxicas y anaerobias. En presercia de oxigeno y nitratos, tas bacterias
oxidan el sulfuro a azufre ¢ incluso suifatos. Los electrones del sulfuro son usados
para convertir el oxigeno 6 nitrato en H,O y N;. Los electrones tarmbién pueden ser
usados para la reduccion de CO,. La oxidacién anaerobia de sulfuro es llevada a
cabo por las bacterias fototréficas de azufre. Estas bacterias usan los electrones del
sulfuro para la reduccion y asimilaciéon det CO,.

Reduccion de azufre (desasimilacion). La reduccidn biologica del azufre elemental a

sulfuro usualmente se lleva a cabo por bacterias sulfato-reductoras, donde el dona-
dor de electrones usualmente es acetato.

12
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e Reduccion de sulfato (desasimilacién). La reduccion bioldégica de sulfatos a sulfuro

se lleva a cabo por bacterias sulfato-reductoras. Estas bacterias usan Hz y com-
puestos organicos como donadores de electrones.

1 reduccion asimilatona de suttato

4 reduccion de azutre
2 mineralzacion 5 oxdacion de azufre
3 axidacion de suturos 6 reduccion des asmilatoria
de sutfata

Figura 2.2.3 Ciclo biolégico 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

SUSTRATOS

REFERENCIA

ThiODACIIUS ThiOParuSs
T. neapolitanius

Azufre elernental
Tiosulfatos

Starr of al (1981)

T. ferroxidans Sulfuros

T. concretivorus Sulfitos

T._thioxidante Politionatos

Desulfovibno desulfuncans Suitatos Widdel y Bak (1991)

D. vulgaris Starr of al. (1981)

O gigas

Desulfobacter Sdifatos Widdel y Bak (1991)

postgatei Starr et al. (1981)

Desulfobulbus Suifatos Widdel y Bak (1991)

propionicus Starr of al. (1981)

Desdifococcus Suiiatos Widdcl y Bak (1991)

multivornns Starr et al_(1981)

Desulfomomie Sulfatos Widdel y Bak (19913

tiedsoi

Dosulformicrobium sp. Sulfatos Viddel y Bak (1991)

Desulfonenta Sulfatos Widdel y Bak (1991)

timicola Starr etal (1981)

O _magnuny

Dosultosarcina Sulfatos Widdety Bak (16971)

vanabifis Starr et af (1981)

Desultatomacolum Sulfatos Starr ef af (1681)

nignficans

D antarticun

Desualfoarculus Suifatos Widdel y Bak (1991)

baarse

RROG0COCTUS MhBUoGhIDUS Azutre organico derivado del carbon Wibane y  Jackouski
(1992)

baciernas aerohias Gram{-} que crecen
en carbazol

Dibanzototeno, benzotiofeno, tantreno,
nhowantina

Finnert et al (1982)

Psoudormonas sp

Dipenzouofeno

Kodama ot al.
Yamada (1968)

(1973).

Suffolobus acidocaldanus

Azulre ofgamico de carbon bitummosa

Kargi y Robmson (1986)

Rnhogococcus rodochous +
Enterobacter sp

Azulre organice

Bistage y Kilbane (1988)

PSeudomonas asruqinosa

Dibenzoteteno

Hou v Laskin (1976)

sph + Enterob. sp

AZuwe organico

Bielago y Kibane (1980)

Acinelobactor y FRhizohm &

Dibenzotiofeno

Malk (1978)

Thiwbacilus o

Azutre organico

Gockay y Yurtern (1583)

Anhobacter y Froudononas s

Dhbenzoucfeno

Knecht (1961)

Psoudomonas mattophila

Sutfoacetato. sulfosuccinato, tetrametd
sulfano. bencen sulfonato, toluen sutfo-
nato, 3-pindina sulionato, 2-sulfo ben
zoato, 1-natalen sulfonato, 2-naftalen
sulfonato. sultopropil piidiming

Lea y Clark (1993)

Acido sulthidrco

Onta ar al_ (1990)

Tiofeno

Runta efal__(1971)

Fhodop seudormionns sp

tlercaptomaiato. H_S._malato

Visscher y Tayior (1993)

ThioCapsA FOSeoporsIcing sp

3 Mercaplopropionato, H:S. Mercaplo-
malato

Visscher y Taylor (1993)

Tabla 2.2 1 Algunos microorganismos que metabolizan compuestos con azufre.
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2.2.2. Contaminacion por SOx y lluvia acida.

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 o general tienen una importancia primordial en las
zonas urbanas. En particuiar, se considera que el empleo de combustibles para la caile-
faccion y ia produccién de energia causa ia mayor parte de la contaminacion por oxidos
de azufre y particulas a Que esta expuesta la poblacién en general.

Existen dos tipos de fuentes: las fijas que constituyen principaimente a las industrias
y las moéviles que comprende a los vehiculos automotores. Las fuentes fijas contribuyen
en mayor proporcion que las méviles por su alto requerimiento de combustible pero estas
Galtimas tienen un efecto especialmente intenso sobre Jas concentraciones de las zonas
habitacionales, ya que las emisiones se producen carca del nivel del suelo.

En la zona metropolitana de ifa ciudad de México se calcula que durante 1989 se
emitieron a la atmoésfera 205,726 Toneladas de bioxido de azufre. De los cuales el 28.3%
provino de plantas Termoeléctricas y el 32.0% de !a industria (Cuadri y Sanchez 1994).

En los Estados Unidos de América las emisiones durante 1994 fueron aproximada-
mente de 20 millones de toneladas. Las plantas generadoras de energia eléctrica
(sistemas de vapor y ciclo combinado principalmente) contribuyeron con cerca det 70% de
las emisiones anuales de S0; y el 30% de NOy.

En los attimos arfios se ha incrementado el interés por el destino final de los dxidos de
azufre provenientes de la combustion 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 efeclos ecologicos de estos producios cuando se depositan y su probable
papel como aerosoles en la modificacidon global de! clima.

Parte det dioxido de azufre que se emite al aire es eliminado como tal por diversas
superficies, que incluyen el sueio, el agua y ia vegetacién., Se ha calculado que en el Rei-
no Unido aproximadamante el 25% del dioxido de azufre se elimina mediante estos pro-
cesos directos (depdsito “seco”), el resto se transforma en acido sulfurico o sulfatos me-
diante una serie de procesos, en presencia de humedad, Que en su mayoria son arastra-

dos por la Huvia (“lluvia acida™) (OMS 1982).

15
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La deposicién acida o "lluvia acida”, como se le conoce cominmente, tiene lugar
cuando las emisiones de Oxidos de azufre (SO;) y nitrogeno (NOx) reaccionan en la at-
mésfera con agua, oxigeno y otros oxidantes para producir acido sulfirico y nitrico, res-
pectivamente, que se deposita en la tierra; ya sea en forma seca (como gas o particulas)
oen forma hameda (como lluvia, niebla o nieve).

tLas reacciones son las siguientes:

SO, + % O; — SO, NO,; + HO — H:NO;
SO; + HO — HaSO,

Si bien este proceso de autodepuracion limita fa acumulacién de compuestos de
azufre en el aire, y por lo tanto disminuye los efectos sobre 1a salud, la “lluvia acida” que
se produce constituye un grave problema al ambiente.

Los problemas que acarrea las deposiciones acidas son los siguientes:

= Acidificacion de cuerpos de agua, principalmente lagos y arroyos, afectando con
esto tanto a la flora como la fauna presente y por lo tanto el equilibrio dei ecosis-
tema.

= Darfio a bosques. La “lluvia acida™ no mata a los arboles directamente, mas bien
se trata de un proceso de debilitacidn que puede ser: dafio a las hojas, acidifica-
cién del suelo y disminucion de la concentracion de nutrientes .

= Corrosion en matenales de construccién y pintura. Este es el problema mas co-

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

Dada !a importancia del prcblema de la contaminacién por SO, y “lluvia acida” se
cuenta con varias soluciones:

Uso de combustibles alternos o con baje contenido de azufre.
» Desulfuracidn de los combustibles fésiles,

Implementacion de sistemas de combustion de lecho fluidificado que emptean

carbonatos de calcio y magnesio para precipitar los oxidos de azufre. (Diaz
19986)

» Uso de equipos de control.
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La implementacién de nuevos sistemas de combustitn 6 el uso de equipos de control
implican costos de instalacién y operacién, ademas de una nueva problematica que es ia
eliminacion de los residuos producidos por estos sistemas. Por otra parte el uso de com-
bustibles alternos depende de 1a disponibilidad de estos y la relacidén costo poder calorifi-
co, mientras que la desulfuracién depende de tecnologias eficientes y también le afade
un valor agregado al costo de la energia. Como podemos ver todas estas posibles solu-
ciones presentan un inconveniente econdmico y/o tecnolégica.

2.2.3. Efectos de los Oxidos de azufre a la salud.

El dioxido de azufre es un irritante respiratorio muy soluble en las superficies hume-
das de las vias respiratorias. Como consecuencia de su gran solubilidad. la mayor parte
del didxido de azufre se absorbe en la nariz y en las vias respiratorias superiores, siendo
muy escasa la cantidad que llega directamente a !os puimones. Las concentraciones en
extremo elevadas pueden exceder la capacidad de absorcion de las vias respiratorias su-
periores y provocar la muerte o alteraciones patoldgicas en el aparato respiratario de ios

animales de experimentacion, 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 funcion respiratoria y
efectos sobre ics drganos sensoriales y reflejos.

En la Tabla 2.2.2 se muestran aigunos efectos del didoxido de azufre sobre las funcio-

nes respiratorias y en la Tabla 2.2.3 1a concentraciones limite de acido sulfurico y didxido
de azufre para producir efectos en humanos.

7
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Efectos

Referencia

Aumento de la frecuencia det
pulso, disminucién del volumen
ventilatorio, aumento de la fre-
cuencia respiratoria

Amdur et al. (1953)

Aumento de la resistencia pul-
monar

Frank of al..(1962)

Aumento de la resistencia pui-
monar

Snelly Luchsinger, (1969)

Oisminucion de la secrecion na-
sal de moco y de la anchura de
las fosas ¢

Andersen ot a8i.,(1962)

Concentracion | Tiempo de ex-

(ppm) posicion
{min)

3-8 10

1 10-30

1 15

1 60-180

0.75 120

0.37 120

A los 30 min, leve efecto sobre
la capacidad vital forzada , vo-
tlumen de respiracion forzada
durante un segundo as! como el
flujo maximo en el punto medio
y el flujo respiratono maximo al
50%

Bates y Hazucha, (1973)

Ningun efecto en las pruebas
anteriores de la funcion putmo-
nar

Bales y Hazucha, (1973)

Tabla 2.2.2 Algunos estudios de laboratorio acerca de los efectos de exposiciones breves al didxido

de azufre sobre la funcion respiratona. (OMS 1882)

Concentraciones limge (ug/m®)

Efectos Acido Suifanco Dioxido de AZufre | Acido Sulfunco + Diéxido
de Azufre

Percepcidon de olor e imta- 06a08% 16a2r 03+0.5

cn de la mucosa

Supresion de ia adaptacién 063a0.723 — 0.92 03+05

|a la obscuridad

Elevacién de la cronaxia 0.72 1.5 06 +12

Sptica

Alteracion del riimo alfa 063 0.9 0.3+05

Condicionamienta del refie- 04 0.6 015+ 05

jo electrocortical ‘ & 0.3 + 025

Tabta 2.2.3 Concentraciones imite de didxido de azufre y acido sulfunco requeridas para producir

efeclos sobre las funciones sensoriales o reflejos en humanos durante exposiciones breves (OMS
1982)
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2.3. DESULFURACION.
2.3.1. Reacciones de desulfuracién.

La reaccién de hidrogeno molecular con un hidrocarburo, como tos que constituyen el
petrdleo, se denomina hidrogenacion (Hastings y Van Driesen 1988). Como se muestra en
la Tabla 2.3.1, el campo de la hidrogenacién se subdivide en tres tipos de reacciones mas
especificas. La saturacion es la adicién de hidrégeno a compuestos aromaticos o a com-
puestos con dobles o triples ligaduras sin que haya rompimiento de enlaces. Cuando en
una reaccion con hidrégeno hay rompimiento de uno o mas enlaces, esa reaccién se de-
nomina hidrogendlisis. La reaccion de hidrogendlisis en la que hay ruptura de enlaces
carbono-azufre se llama hidrodesulfuracion. Por otra parte, las reacciones de hidrogeno-
lisis en las que hay ruptura de eniaces carbono-carbono se conocen con el nombre de hi-
drolisis. En las refinerias se efectua también la ruptura de eniaces carbono. carbono-
azufre y azufre-azufre a altas temperaturas y en ausencia de hidrégeno. Este tipo de
ruptura se denomina desintegracion (o pirdlisis, segun sea el caso). Dos ejemplos desin-
tegracidon son la desintegracion cataliica y la desintegracion suave (no catalitica)

Las reacciones de hidrogendlisis se aplican en el procesamiento de petréleo con fines
de desulfuraciéon, hidrolisis o una combinacion de ambas. La diferencia entre estos proce-

sos se encuentra en la eleccion del catalizadar y de las condiciones para lograr el resuita-
do deseado

Saturacion

]

Bencano + 2

L.

———= Ciclohexano

5

Hidrodesultfuracion

R-SH + Ha RH + H.S
R-8-S-R' + 3H; ——* RH + R'H + 2H;S
Hidrolisis
R-R" + Hy RH + R'H

Tabla 2.3.1 Reacciones de hidrogenacién.
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2.3.2. Proceso de Desulfuracién Catalitica.

Por definicion, la hidrodesulfuracion consiste en remover azufre con una reaccion
catalitica empleando hidréogeno y teniendo como subproducto acido sulfhidrico. Los com-
puestos de azufre presentes tienen diferentes estructuras y pesos moleculares, reaccio-
nan a distintas velocidades para formar H;S y diversos compuestos con los hidrocarbu-
ros. Durante e| proceso de hidrodesulfuracion también reaccionan moléculas que no con-
tienen azufre. Los hidrocarburos oxigenados reaccionan con hidrogeno a mayor  veloci-

dad que los compuesios organosulfurados y los nitrogenados reaccicnan a menor veloCi-
dad.

El proceso de hidrodesulfuracion ne es una reaccidn especifica ya que en el combus-
téleo se encuentran presentes varios compuestos que contienen azufre en su molécula
con estructuras y pesos moleculares distintos (mercaptanos, tiofencs. sulfuros, etc ), por
io que éstos compueslos reaccionan a diferentes velocidades

E) proceso de hidrodesulfuracion es relativamente simple, una carga de alimentacién
de hidrocarburo e hidréogeno pasa por el lecho de un catalizador a temperaturas y presio-
nes elevadas. Aigunos de los atomos de arufre unidos a las moléculas de hidrocarburo
reaccionan con el hidrégeno en la superficie del catalizador para formar sulfuro de hidréo-
geno. Los cdlculos del equilibrio termodinamico muestran que estas reacciones podrian
verificarse casi al 100%. pero por razones economicas normalmente se limita ta aplica-
cidn comercial de la hidrodesulfuracion (Hastings y Van Driesen 1988).

2.3.2.1.Configuracion tipica de los proceso de hidrodesulfuracion.

En la Figura 2.3.1 se muestra el diagrama basico para un proceso tipico de hidrode-
sulfuracion. En primer tugar se bombea una carga de alimentacién de hidrocarburos liqui-
dos a una presion ligeramente mayor de la que sale de la seccién del reactor. La carga
presurizada se mezcla entonces con gas de reciclaje caliente y se precalienta a las con-
diciones de entrada del reactor. Esta mezcla caliente se hace pasar por un catalizador en

la seccién de reactor a temperaturas de 288 a 454 “C y presiones de 150 a 3000 psig. El

efluente de! reactor se enfria por intercambio de calor . Los hidrocarburos liquidos desul-

furados producidos y el gas de reciclaje se separan a una presion ligeramente menor que
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la de la seccién del reactor. Para separar el H,S y fos hidrocarburos gaseosos ligeros, e!
gas de reciclaje se depura o purga o ambas cosas, se mezcla con hidrégeno de repuesto,
se comprime a una presion superior a la de ia seccion de reactor y se mezcla con una
carga de alimentacion de hidrocarburos liquidos.

El sistema de gas de reciclaje se emplea en el proceso de hidrodesulfuracién para
minimizar pérdidas fisicas de hidrégeno, que es costoso. Para las reacciones de hidrode-
sulfuracién se requiere una alta presidén parciat de hidrogeno en la fase gaseosa para
mantener altas velocidades de reaccion de desulfuracién y para evitar la depositacion de
carbono. La aita presion parcial de hidrdgeno se mantiene introduciendo dicho gas en los
reactores a una velocidad varias veces mayor que ia de su consumo guimico. La mayor
parte del hidrogeno 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 hidrégeno por solubili-
dad en los hidrocarburos liquidos desulfurados que se producen, asi como durante el de-
purado o purga de H>S e hidrocarburos gaseosos ligeros del gas de reciclaje.

A fin de mantener una alta presién parcial de hidrogeno en el reactor, el H2S y los hi-
drocarburos gaseosos ligeros que se producen en la seccion de reaccion deben ser depu-
rados o purgados del gas de reciclaje. Una posible eleccion para lograr este objetivo es
un sistema de absorcion, se puede emptear un sistema depurador con monoetanolamina
(MEA) o una sustancia equivalente para eliminar H,S del gas de reciclaje. Si no se em-

plea ninguno de estos sistemas, puede recurrirse al purgado de parte del gas de reciclaje.
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Figura 2.3.1 Proceso de hidrodesulfuracién tipico (Kenneth et al. 1988)

2.3.3. Proceso de Biodesulfuracion.

Ei concepto de biodesuifuracion no s nuevo, las primeras patentes de sistemas bio-
idgicos para la remocién de azufre en hidrocarburos de petrdieo datan de los afios cin-
cuentas (Strawinski 1950, ZoBell 1953, Kirshenbaum 1861). Desde entonces y durante
los ditimos anos se han hecho vanos intentos por desarrollar sistemas bioldgices, tanto
enzimaticos como bactenanos para la desulfuracién de combustitles fosiles. Estas y otras
tecnologias no se han comercializado aun, debido a que éstos sistemas presentan cinéti-
cas de reaccion lentas.

La biotecnologia se ha utilizado ampliamente en la industria petrclera, ya sea en tra-
tamiento de agua o en problemas de biocrremediacién ccasionados por derrames de hi-
drocarburos. Por 1o tanto, no es de extranarse que las tecnologias propuestas para la
bicdesulfuraciéon surjan de estudios en biorremediacion.

Haciendo una revision de los estudios realizados y las tecnclogias existentes en ma-
teria de biodesuifuracidn podemos clasificar éstas en dos grandes ramas: !a via reductiva

y la oxidativa. Estas dos las podemos subdividir en dos rutas la metabdlica y la enzimati-
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ca, esto dependiendo si se emplean microorganismos 6 dnicamente enzimas. En 1a Figu-
ra 2.3.2 se muestra una clasificacién de los sistemas de biodesuifuracién.

BiodesuHuraclén
via via
oxidativa reductiva

Ruta Ruta Ruta Ruta
enzimatica metabohca enzimatica metabdlica
(sistama asrobio)

(s1stema anasrobio)

Figura 2.3.2 Clasificacion de los sistemas de biodesulfuracion

2.3.3.1.Via Oxidativa.

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

zimas (ruta enzimatica) capaces de oxidar el azufre presents en las moléculas organosul-
furadas

Ruta Metabdlica: Esta s¢ basa en microorgarismos que requieren oxigenc como
donadcr de electrénes y como resuitado de su metabolismo oxidan el azufre del las molé-

culas. A esta clase de organismos se les conoce como aerobios, por su necesidad de

oxigena

A continuacian se muestran algunos sistermas oxidativos metabdlices reportados

Hartdegen en 1984 propuso un sistema para la desulfuracion del petréleo empleando
una derivacion genéticamente alterada de FPseudomonas alcaligenes, capaz de oxidar di-
benzotiofeno y otras moléculas a productos solubles en agua. Otra aportacién es el dise-

fio 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 80s, la Atlantic Research Corp. desarroildo una cepa de Pseudomo-

nas capaz de transformar Dibenzotiofeno a 2.2'-dihidroxibifeniio y sulfito (Campbeli 1993).

Debido a que tanto el carbdon como el petrdleo contienen grandes cantidades de

azufre., se han realizado estudios interesantes en !0 que respecta a la bivdesulfuracidn
que valen la pena mencionar, (EiSawy y Gray 1991)

« Chandra ef a/ (1979) reportaron que bacterias heterdtrofas fueron capaces de

remover mas del 20% del azufre organico presente en carbon de la India.
= Gokcay y Yurteri en 1983 reportaron una remocion del 50-57% de azufre or-

ganico y 90-95% de pirita en lignita Turca.

« Kargiy Robinson (1986) reportaron una remccion del 19% en carbon bitumino-

so empleando Su/folobus acridocaldarius.

memorana
: Patroivo permeanis
: asutturazo

Figura 2.3.3. Diseno de reactor propuesto para ia desulfuracién de petidlieo.
(Hartdegan er a/ 1984)
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Ruta Enzimatica: Esos sistemas emplean enzimas provenientes de organismos que
a manera de biocatalizador favorecen la oxidacién del azufre de las moléculas.

Entre los trabajos reportados se encuentran los estudios realizados por Vazquez-
Duhat! et al. (1993), donde propone el uso de Citocromo C comeo biocatalizador para oxi-
dar tiofenos y otros compuestos organosulfurados en presencia de peroxido de hidroge-
no.

En tre los estudios mas conocidos en el area de desulfuracion biocatalitica se en-
cuentran los realizados por Monticello, que propone un sistema para la desulfurizacion
catalitica de petrdleo y destilados medios. El diagrama de flujo del proceso se presenta en
la Figura 2.3 4. El proceso consiste basicamente en la mezcia del biocatalizador (material
biolégico) con el hidrocarburo en un tanque agitado para formar una emulsién. Después
de cierto tiempo de residencia, la emulsidn se rompe y el aceite desulfurado es separado.
El biocatalizador es recuperado y el azufre separado es precipitado con &xido de calcio y
removido de la corriente acuosa. Este proceso logra una disminucién de azufre del 5 al 25
%. Monticello enfatizé que los principales factores para fa aplicacién practica de este sis-

tema son los siguientes :

= Mejoramiento de la cepa bacteriana y del proceso fermentativo.

« Seleccion de una configuracién adecuada del bioreactor.

= Seleccidn de una metedologia de ruptura de la emulsién eficiente.

= Determinacion de un método de disposicidon de desechos ( azufre, agua, catali-

zador agotado, etc. ).
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Figura 2.3.4 Diagrama de un sistema ge desulfuracion biocatalitica. (Monticetio 1693)

Una de las grandes ventajas gue que nos propone el sistema biocatalitico es la po-

sibilidad de reciclar el biocatalizador, jo cual no es posibte en sistemas enzimaticos.

2.3.3.2.Via Reductiva.

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

s decir la reduccidn del azufre de las moléculas para producir acido sulfhidrico.

Ruta enzimatica: No se tiene conocimiento de sistemas reductivos enzimaticos re-

ponados.
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Ruta metabdlica: A estos sistemas se les conoce como procesos anaerobios y son
sistemas que, se desarrollan en condiciones anéxicas, es decir ausencia de oxigeno mo-
lecular. Esta clase de sistemas se basa en las capacidades sulfato-reductoras de algunos
microorganismos, los cuales emplean ios sulfatos como aceptores de electrones en su
metabolismo, reduciendo estos y generando sulfuro de hidrdégeno. La reaccion es ia si-
guiente:

BH® + Be + SO —» S* + 4H,0

En base a esta capacidad se ha propuesto sustituir los sulfatos con compuestos or-
ganosulfurados presentes en los hidrocarburos. Por su parte, Lizama et a/. (1995) demos-
trd que tres tipos de bacterias suifato-reductoras (Desulfotormaculum orientis, Desulfovi-
brio desulfuricans y Thermodesulfobacterium cormmune) son capaces de emplear el di-
benzotiofeno como su Unico aceptor de electrones lo cual se puede exirapolar a otras
bacterias de la familia de suifato-reductoras, y por lo tanto pueden ser consideradas para
la biodesulfuracion de hidrocarburos.

Entre los sistemas anaerobios se puede mencionar el propuesto por Zobell (1953) v
los estudios realizados por Kim et af (1990 y 19985)

Kim et al.(1990 y 1995), han realizado varios estudios de desulfuracidén con Desulfu-
vibrio desulfunicans en varios petréleos crudos, fracciones y en compuestos modelos, asi
comeo sistemas de celdas electroquimicas para favorecer 1a transferencia de electrones
(Kim et al. 1994). En la Tabla 2.3.2 se muestran los resultados del tratamiento de distintos

petréleos crudos y en {a Tabla 2.3.3 de varias fracciones

Petroleo crudo | Comntenido de azufre (So) Deasulfuracion (%5}
irani ligero 153 10
Ras-Budran 2.37 5
Basrah 2.42 6
Oman 1.15 10
Kuwait 3.15 17
Dubai 2.08 16

Tabla 2.3.2 Desulfuracién de diferentes crudos usando D. desulfuricans M6.
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Muestra Contenido de azufre (%) | porciento de

Ongen Fraccion Antes Despues desulfuracidn

Irani . Crudo 1.53 1.38 98
LVGO* 1.91 1.95
LDC” 1.76 1.86 0
A-BTM® 271 2.23 17.7

Basrah Crudo 2.42 227 6.2
365°C + 372 3.00 194

Kuwait Crudo 296 222 250
250-350°C 1.47 1.49 o
365°C + 2.07 0.85 589

Fraccion de ta al vacio a temp ontre 266 y 361°C

B Fraccion de 1a al vacio a temr t entre 305 y 412°C

€ Fondos de 1a destitacion atmosfenca
9 Fondos de (a desttacon atmostenca a 365°C

Tabla 2.3.3 Desulfuracion de diferentes fracciones de tres crudos usando
D desuifuncans M6

Raferencia

e do remocion

tipo de axufre

microorganismo

tpo do proceso

Hartgegen ef al | NE Tihenzotiofeno denvacien de Pseu- Oxidativa
{(1994) gomona Metabslico
alcahigones
Attantic Research NiR Dmenzotiotens Pscudomonas N
Corp
Chandra of af | 20°% Azifre organico on FR R
(1979) carban de ia tndia
Gocay y Yurten 56570 Azulre organica R N
(1583) 20-95%% Pinta
Ligrna turca
Kargi y Robinson oS AZUNe Orgunico en | SWiOIObGs i
{1986) ziarbén pruminoso | acdocaldanus
Monticello 5 al 257 AZUfre en hidrocar Oxidativo
buros Enzirmnatico
Vazquoz-Duball ot Ticlenos y com- Citacmimo K
al (1993) puestos oranas
turados heteroe
zoe
Zobe:l (1952) Azutie en petsleo NR Anaerchio
Kim o7 al. (1955) 5 at 15 Azufre on petrdieo | D Desuifuncans ME N

al., {1993)

organosulfurages

lizama ef al (1695 PIPEEN Cenzatieteno maculum
rsulfuricons
Themmodesulfobacte
rum commune
Vazquez-Duhalt of NR Compuestos Criocromo C Enzimatico

NR - No repartado

Tabla 2.3.4 Comparacion de los diferentes sistemas bodesulfuradores reportados.
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E! Instituto de Ingenieria de la UNAM se encuentra desarrollando un sistema capaz
de reducir los niveles de azufre en combustdleo. £n la Figura 2.3.5. se muestra el dia-~
grama de fiujo del proceso. £l proceso comprende cinco etapas que son:

a) Preparacion de la emulsion.

b) Desarrollo de indculos.

) Desulfuracion,

d) Esterilizacién y recuperacion de combustéleo.
e) Recuperacién de azufre.

£! proceso planteado comienza con la emulsificacién de! combustédleo en agua, esto
con el fin de permitir un mayor contacto de los microorganismos gue se desarrollan en un
medio acucso. Se precalienta el combustéleo hasta una temperatura de 50 a 60°C y se

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

Paralela a la fase de la emulsificacién, se encuentra la preparacion del indculo. Esta
etapa consiste en desarrollar a los microorganismos en un medio salino con suifatos y

una fuente ae carbono, permitiendo de esta forma alcanzar un nivel maximo de crecimien-
to.

Una vez lograda la emulsidn y el inoculo ambos se pasan al biorreactor de tipo reac-
tor de tanque agitado (STR) el cual debera mantenerse con agitacion, temperatura y pH
controlados, ademas de conservar condiciones andxicas en esta parte del proceso.

Una vez completado el tiempo de residencia la carga desulfurada se debe esterilizar
para destruir la biomasa, permitiendo con esto 1a ruptura de la emulsidn y la separacion
de la fase acuosa del combustélec.

Por otra parte, durante la etapa de desulfuracion se genera acide sulfhidnco, el cual
debe de ser removido. El H.S puede absorberse en una columna con soluciéon de sulfato
férrico. Esto, con la finalidad de oxidar e! sulfhidrico, como o muestra la ecuacién 1, y re-
cuperar azufre elemental. Para recuperar el suifato férrico se emplean bacterias ferro-
oxidantes que oxiden e! fierro de ferroso a férrico (ecuacién 2).

HyS + Fea(SOLy — S + 2FeSO, + H,;SO; ™

2FeSO, + H;SO, + % O2 — Fey(SON + H0 @)
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2.4. CONDICIONES DE PROCESO EN SISTEMAS BIOTECNOLOGICOS.

Los procesos biolégicas a! igual que los procesos quimicos requieren de un ambiente
propicio para poderse llevar a cabo. Winkler (1990) define tres componentes del ambiente
para sistermas biotecnolégicos:

o Ambiente Bioldgico. Un ambiente bioldgico deseado sera aquel en el cual solo
los organismos requeridos se encuentren presentes o el sistema este libre de
organismaos que compitan o inhiban a lo propios del proceso.

= Ambiente Quimico. Un ambiente quimico favorable significa que todos los nu-
trientes y substratos requeridos se encuentren presentes a los nhiveles correctos
y el valor de pH sea el adecuado. ademas de que el sistema se encuentre libre
de sustancias inhibitorias

Ambiente Flsico. Este involucra ta temperatura de! sistema y la agitacidn; ya que

el sistema se debe conservar homogéneo para mantener los demas parame-

tros.

Como se puede observar, e! ambiente favorable para un sistema biotecnologico se
encuentra en funcion de muchas variables y si ne se cuenta con datos ni relaciones
matematicas para poder predecir su comportamiento es necesario realizar estudios
experimentales para poder establecer los parametros de mayor mportancia en el

proceso. A continuacion se plantean algunos parametrcs importantes a considerar:

2.4.1. Temporatura

La temperatura es un parametro fundamental en cualquier proceso. Esta afecta el
crecimiento de manera notable, debido a que los microorganismos de una especie dada,
sélo pueden crecer en un rango restringido de temperaturas. La Figura 2.4 1 muestra c6-
mo se pueden clasificar los organismos de scuerdo con la temperatura. Los psicofilos
presentan un rango de 5° a 15° los mesodfilos de 24° a 40°C y los termofilos de 45° a

60°C pero se han reportado casos hasta 94°C.
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Velocidad especifica
de crecimiento

M 1 M Py M
[+} 10 20 30 40 50 60 70 80
Temperatura (°C)

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

2.4.2. pH

El pH, medida de concentracién de fones hidrogeno, 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 maximo denominado pH 6ptimo. En bacterias el valor de pH opti-
mo varia entre 6.0 y 8.0; en levaduras entre 4.0 y 6.0 y en mchos entre 3.0y 7.0. De lo

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

2.4.3. Medio de cultivo

Todos microorganismos necesitan para su crecimiento de fuentes de energia y de
materna. En fa mayoria de los procesos bioldgicos industriales la fuente de energia y !a de
materia son la misma. pero es necesario que la fuente de materia contenga todos los
elementos constitutives de la masa celular en las proporciones requeridas por fa compo-
sicién intema de! organismo. En la Tabla 2.4.1 se presentan los compuestos organicos de
los principales elementos de la masa celular y su porcentaje en peso seco; ias cifras son
de caracter general, pero se considera gue son representativas de fa composicidn micro-
biana. La seleccion o formulacién de un medio de cultivo debe considerar todos los ele-
mentos descritos en dicha tabia.

a2
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% del
Elemento Compuestos organicos peso seco

H Compuesios organicos y agua 8
o Compuestos organicos y agua 20
c Compuestos organicos s0
N Proteinas, acidos nucleicos y coenzimas 14
s Proteinas y algunas coenzimas 1

P Acidos nucleicos. fosfolipidos y coanzimas 3
Mg Cofactor de reacciones enzimaticas 0.5
Mn Cofactor de algunas enzimas 0.1
Ca Cofactor da enzimas (proteasas) 0.5
Fe Citocromos. protelnas y cofactor de enzimas 0.2
Co Constituyente de ta vitamina By,

Zn C.03
Cu

Mo Constituyente de ciertas enzimas

Tabla 2.4.1 Principales elementos constituyentes las células microbianas
{Quintero 1981)
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. SELECCION DE LAS CEPAS DE TRABAJO.

Se estudiaron veinticuatro aislados de sedimento marino proporcionadas por el Insti-
tuto de Ciencias del Mar y Limnologia, identificadas como bacterias anaerobias. Diecisiete
de las veinticuatro cepas fueron obtenidas durante muestreos de sedimentos marinos en
el Golfo de Tehuantepéc y Golfe 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 aisiados presentan formacion de sulfuro de hidrogeno indicando convesto
su actividad sulfato-reductora. En trabajos anteriores se ha probado su crecimiento en
presencia de combustdleo, resultando unicamente veinte de ellos viables para el proceso
(Tabla 3.1.1) (Aragén et al. 19986).

Codigo Codigo do Crecimiento on
aslgnado Cisnclas Origen presancia de
del Mar combuntoleo
1 Campeche -
2 Qaxaca -
3 Oaxacd -
a4 Campeche -
E) Gaxaca B
& 1 Daxaca +
b Campuhe -
E) Camdeche =
9 Campecnhe hd
i) SR1 OG Toiuca =
11 DGTY Toluca -
12 SR DGT Taluca -
33 PEZ Campeche >
T4 CFEa <
3 16 DIG 0
16 DGT 016G -
17 2A OGS
18 S50 DIG -
16 RN-Z. -
20 201G -
1 O N4 -
2 O N-J -
3 O N2 =
Z3 o N =
5 R N-4
Tabla 3.1.1 Clasificacion de las cepa de trabajo

(+ crecimiento, - inhikicidn)
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La clasificacion 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 tomé como pa-
rametro su capacidad para la reduccidn de sulfatos como potencial para la degradacion
de compuesto orgdanicos, asi como la actividad volumétrica y especifica de los aislados.

Para la prueba de seleccidn se hicieron crecer todas las cepas en botellas viales de
150 mL con un 5% de inoculo en 95 mL de medio Postgate B, desplazando e! oxigeno
presente en el espacio libre del vial con nitréogeno, siguiendo !a metodologia descrita por
Widdel y Bak (1991)".

Se realizaron las pruebas a valores de pH de S y 7. La mediciones para pH 5 se rea-
lizaron a los 5y 15 dias, paralasdepH 7 alos 7 y 15 dias.

Se filtraron las muestras con papel Whatmann No.4 para eliminar el sulfure de fierro
formado y se midid la degradacidn de los sulfatos presentes en el medio por el método
gravimétrico’, asi como 1a densidad optica del mismo a una longitud de onda de 610 nm y
una ditlucion 1/10

En base ala accion sulfato-reductora y el crecimiento (medico como densidad éptica)
se evaluaron los siguientes parametros

» Porciento de remocion de sulfalos:

9 SO /L maaws - g SO /L tnaies

% de Remocién = —
g SO /L maates

= 100

« Actividad Volurmetrica: Relaciona la cantidad de sulfatos reducides un por volu-
men y tiempo. Representa la actividad sulfato-reductora.

9 SO /L waais - G SO /L reaes
tiempo (hr)

Actividad Volume trica =

T Apéndice B
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« Actividad Especlifica: Relaciona la cantidad de sulfatos reducidos por tiempo y
cantidad de biomasa, medida como densidad éptica.
. so¥ ios - g SO tnate
Actividad especifica = g o wosor 7 9 DT frals
tiempo (hr) x unidades de densidad ¢ptica{abs)

3.2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE PROCESO.

Tomando como referencia los parametros reportados para sistemas semejantes asl
como procesos microbioldgicos industriales ya existentes, se propone que Jas variables a
estudiar sean: la temperatura, el pH, la concentracién de sustrato y el potencial redox

(solucién reductora).

3.2.7. Efecto de la Temperatura.
Las pruebas se hicieron a nivel vial en condiciones andxicas para las cinco cepas
seleccionadas a 28, 35 y 45°C con el fin de cubrir {a regidén mesdfila. Se empled medio

Paostgate B libre de fierro para evitar la precipitacién de suifuro de fierra. Se usd un 5% de
inéculo. Se determind el crecimiento de biomasa® y la remocién de sulifatos a las 168 y

336 horas. Con estos datos se calcuid ia actividad volumétrica y especifica.

3.2.2. Electo del pH.

Se evalud la reduccion de sulfatos asf como la actividad especifica y volumétrica para
las 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.

* camo idad éptica, ver
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El valor del pH se modificé en el medio usando acido clorhidrico 6 hidroxido de sodio
segun fuera el caso. Se midio el crecimiento como densidad ¢ptica y se calculd la remo-
cion de sulfatos por el método gravimétrico.

3.2.3. Efecto de la concentracion del sustrato.

Debido a que el combustdleo contiene altas cantidades de azufre, es necesario es-
tablecer el efecto de la concentracién de este en la capacidad de los microorganismos pa-
ra su degradacion. Por tal motivo se realizaron pruebas a diferentes concentraciones
empleando sulfatos de calcio y magnesio camo modelo.

Se trabajaron concentraciones de 2.17. 4.56, 8.28 y 15.84 g SO,/l. La pruebas se
efectuaron en botellas viales con un 5% de inoculoc en 85 mbL de medio Postgate B (sin
fierro) modificando la concentracion de suifatos de calcio y magnesio en la misma pro-
porcion en todos los casos. El valor pH fue de 7 y la temperatura 35°C.

Se determino la degradacion de suifatos a las 168, 336, 506 y 696 horas de procesa,
asi como la actividad especifica y volumeétnca.

3.2.4. Efecto de la soluciéon reductora.

Las bacterias sulfato-reductoras comuiunmente trobajan en medios reducidos, razéon
por la cual se le afade al medio alguna substancia que aumente o disminuya el potancial

redox. En el caso de e! medio Postgate B y C se emplea tioglicolato de sodio y dcido as-
corbico (Postgate. 1984).

Se determind el efecto de la solucion reductora en la remocién de sulfatos, haciendo
pruebas a diferentes concentraciones , midiendo la remocidén de sulfatos y las actividades
especificas y volumétricas. Las pruebas se hicieron a nivel matraz empleando medic
Postgate B sin fierro, adicionando diferentes cantidades de solucidn reductora (acido as-
corbico y tioglicolato de sodio): 25, 50 y 100 porciento,

Se mantuvieron tas mismas condiciones (pH de 7, 5% de incculo, temperatura de

5°C y agitacion de 150 rpm) y tas medicicnes se realizaron a tas 168 horas.
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3.3. SELECCION DEL MEDIC DE CULTIVO.

3.3.1. For facién de un di

para el pr de desuifuracion.

La literatura reporta que las bacterias con accién 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 dolares por litro respectivamente) no es factible su aplica-
cidon industrial. Por tal motivo surge la necesidad de disefar un medio mas rentable. To-

mando come base el medio Postgate B, se propone la formulacion de un nuevo medio
empleando suero de leche como fuente de carbdén y nitrégeno.

Se usd suero de leche AMP1 de Century Foods debido a su alto contenido de protei-

nas (fuente de nitrégeno), de carbohidratos (fuente de carbén) y de sales. Ver Tabla
3.3.1.

Paramatro %
Calcio como Ca - 0.374
Magnesio como Mg * 0.091
Sodio como Na - 0970
Potasio como K - 1.534
Clonuros como CI 3 2.398
Fosfatos como PO, = 0.034
Sulfatos como SO~ - 1.554
Proteina - 345
Grasa - 335
Carbohidratos, camo ** 52.0
Laclosa
Lactata® il )

Tabla 3.3 1 Composicidon del suero de leche AMPY

Se disefiaron tres medios y se realizd un estudio comparativo de la funcicnalidad de
cada uno de estos. La formulacién de ics medios se realizd modificando et medio Postga-

te B, buscando sustituir e! factato de sodio (fuentes de carbon) por lactosa y acida lactico,

* Analisis de suero de leche AMPI necho por el Laboratorio de Analisis Industriales de la Facultad de
Ciencias Quimicas e Ingenieria , Universidad Auténoma del Estado de Morelos

== Boletin Técnico proporcionado por Century Foods Internacionat
*=** Determinocion por titulacion acidimeétrica.
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asi como el extracto de levadura (fuente de nitrégenc) por !as proteinas presentes en el
suero de leche. Se empled la misma cantidad de sales que el medio Postgate B

Las formulaciones desarrolladas se identificaron con las siguientes claves (ver Tabla
3.3.2):

« Medio ii-1 sin /actato de sodio ni extracto de levadura.
« Medio ii-2 sin lactato de sodio, sin extracto de lewvadura, ni cloruro de sodio.
« Medio ii-3 sin lactato de sodio

Estas pruebas se hicieron a nive! matraz. empleando 5% de inoculo y 895 mL de me-
dio. Se evalud la remocion de sulfatos y la actividades especifica y volumeétrica a las 168
horas

En ninguno de los casos se usod solucion de fierro para evitar su precipitacion como

sulfuro de fierro

medio Postgate i

8 (o} 1 2 3
Lactato de sodio (50%) 7 59 12. q - - -
Suero de leche - - G37g 6379 637 g
Na.SO, - 45¢qg - - -
Caso, 100 - 10gqg 10g 10g
CacCl, - 2H.0 - 005 g R B R
Citrato de Scdic - 03a - ~ -
NH, CI 10g 104g 1.0g 10q 10gq
KH.PO, o5g 05a 0.5q 0549 05g
MqSO, « 7H.O 20¢g 20qg 2.0g 209 200
NacCt 259 25q 25g - 259
Extracto de levadura 109 i0q - - 10g
Solucion reductora 30 mb 10 mb 10 mt 10 mL 10 miL
Sulfatos totales 1.484 g 3.818¢g 1.484 g 1484 g 1484 g

Tabla 3.3 2 Composicion de cada uno de los medios evaiuados.
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3.4. PRUEBAS CON COMPUESTOS ORGANOSULFURADOS.

Se evalud la accion de las cinco cepas seleccionadas en presencia de cinco com-

puestos modelo presentes en el combustdleo (ver 3.4.1).

COMPUESTO P.M. FORMULA %S SOLUBILIDAD >
10%
Tionafteno 134 23.88 Etanol
Z 1 Benceno
Ciloroformo
X
7 Dietileter
CyHeS
Suifuro de difenido 186.27 17.18 Euleter
z s ~ Benceno
(CeHe)2S Disutfuro gde carbono
Dibenzotiofeno 184.2 Z 17.36 Benceno
l l Etanol
Ny
5
Cy2H,S
Disutfuro de dibanzilo 246239 2597 Etileter
~ X -S-S- s S 1t | il
QCHZ §-§-CHx-& > Etanol calente
{CaHyCH1):S, Benceno
Etanoctiol 62.13 5150 Acetona
(etitmercaptano) CH;CH,SH Etileter
Etanol

Tabla 3.4.1 Compuastos organosulfurades, tormula, peso molecutar, cantidad de azufre y solubili-
dagd. (Aldrich Chemical Company Inc. Milwaukee Wi.)
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3.4.1. Efecto del solvente.

Debido a que los compuesto de organosulfurados que son objeto de estudio no son
solubles en ei medio de crecimiento por ser este un medio acuoso, es necesario seleccio-
nar un solvente para poder hacer una solucién (o suspensién) donde !os microorganismos
puedan estar en contacto con los compuestos.

Se estudid ei efecto de tres solventes en ei crecimiento y la capacidad suifato-
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, 5%
de inoculo y 3.5 mlL de solvente. La temperatura fue de 35°C | el valor de pH de 7 man-
teniéndose a agitacion constante de 150 rpm. Estas pruebas Unicamente se hicieron con
las cepas 5y 22

Se midid la cantidad de sulfatos degradados asi como la densidad optica, con estos
parametros se evaluod la capacidad de degradacién de sulfates, asi como las actividades

especifica y volumétrica.

3.4.2. Desulfuracion de Jos compuestos organosulfurados.

Para estas pruebas se considers la relacién DQO/S existente en el medio Postgate B
y se sustituyd el azufre inorganico (sulfatos) por azufre organico (compuestos organosul-
furados). La relacion elegida fue de 3.845 g DQO/g S. En la Tabla 3.4.2 se muestra la
concentracion empleada para cada uno de los compuestos

Se tomaron 3 mL de la solucién 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 35°C, 5 % de inoculo y agitacién a 150 rpm,

Se evalud la accion de las cinco cepas seleccionadas en presencia de Jos cinco
compuestos modelo. Se midio el suifuro de hidrégeno producido a las 168 horas, em-

4
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pleando el método potenciométrico; la cantidad de biomasa se determind por medio de la

densidad 6ptica.

Compuesto “% de azufre en moles de concentracién
ia molécula azufre en el del compuosto
medio en el medio
Ticnafteno 23.88 0.02 mal S/L 2.68 g/L
Sulfuro de difenilo 17.18 0.02 mol S/L 3.725 g/L
Dibenzoticfeno 17.36 0 02 mol S/l 3.684 g/l
Disutfuro de dibenzilo 2597 0.02 mol S/L 2.463 g/L
Etilmercaptano 51.50 0.02 mol S/L 1.242 g/L

Tabla 3 4.2 Concentracion de los compuestos organosulfurados en 1as pruebas
de desulfuracion
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3.5, ESCALAMIENTO A FERMENTADOR DE § LITROS.

E! bioreactor o fermentador , como se le conoce en el area de biotecnologia, es e} co-

razén de todo sistema bioldgico y se puede definir como un contenedor capaz de mante-

ner un ambiente favorable para la operacion de un proceso bioldgico deseado.

En el presente estudio se empled un reactor de tanque agitado (STR) de 5 litros mar-

ca Applikon. €l reactor (ver Figura 3.5.1) presenta las siguientes caracteristicas:

Bioreactor enchaquetado Applikon Z61104CT05

-

v

%

v

Material: Vidrio de borosilicato y acero inoxidable

Agitador con motor de velocidad variable y propela tipo marino
Volumen maximo de trabajo: 4.81 L (H/D =1.6)

Voiumen minimo de trabajo. 3.41 L

Volumen de trabajo: 3.41 L (H/D =1.1)

3 Volumen Chaqueta: 2.01 L

toma para entrada de
muestras . are o nitrégena

Figura 3.5.1 Bioreactor Applikon
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3.5.1. Biodesulfuracién en combustdleo.

Se empled combustdleo proveniente de la refineria de Tula, Hidaigo. Dicho combusto-

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

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

El procedimiento usado para la biodesulfuracion se muestra de forma esquematica

en fa

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

nuacion:

a)

b)

<)

d)

Desarrollo de tos inoculos. Se prepararon 350 mL de inoculo de la cepa 22, cuiti-
vada durante 7 dias en medio Postgate B sin fierro y un valor de pH de 7.

Proparacion de la emulsidn. Se prepararcn 3150 mi. de una emulsiéon de combus-
téleo en medio Postgate B (esterilizado) sin fierro ni sulfatos. La preparacidon de di-
cha emulsién se Hevo a cabo empleando un 10 % de combustdieo y un 1% de
Tween 20 como agente emulsificante. Se uso un agitador de tipo Lightnin Labmas-
ter a 1350 rpm. El combustéleo se precalentd a 60°C y se anadié al medio con
Tween de acuerdo al precedimiento descrito por Zamora ef. al (1996).

Biodesulfuracion. Se llend el fermentador con la emulsion y se agregé el inoculo.
Se selld el reactor y se desplazd e! oxigeno presente con nitrégeno. Se mantuve
una temperatura de 35°C y una agitacidén de 750 rpm. El valor de pH 1nicial fue de 7.
Se midid diariamente la produccion de acido sulfhidrico durante 168 horas usando
el método potenciométrico (Apéndice C) y desplazando el H,S con nitrégeno.

Esterilizacion y recuperacion del combustaleo. Después del tiempo de desulfu-
racion, la emulsion se esteritizé a 120°C durante 15 minutos en matraces sellados
con tapones de algoddén o cartén dentro de una autoclave, con el fin de romper la
emulsion. Se decantd el combustdleo de ia fase acuosa y se mandd analizar su
contenido total de azufre y su capacidad calorifica (Instituto de investigaciones

Eléctricas). Se tomaron como testigos muestras iniciales de la emulsién sin inoculo
y del combustdleo sin emulsionar.
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a) Desamolio de\
los inoculos.

d) Esterilizacion y
recuperacion
del combustdieo.

c) Biodesulfuracén

b) Preparacién de la emulsion

Figura 3.5.2 Diagrama de la metodologia usada para |2 biodesulfuracion de combustoieo
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4. RESULTADOS

4.1. SELECCION DE LAS CEPAS DE TRABAJO.

t.os datos obtenidos de la caracterizacién de las veinticuatro cepas a pH 5 y 7 se
muestran en 1a Figura 4.1.1 y el Apéndice C.

Los niveles de biomasa mas altos fueron alcanzados indistintamente a 14 dias para
el pH 7 y 5 dias para el pH 5. Los valores maximos de densidad optica alcanzados
(mostrados entre paréntesis) fueron de las cepas 12(0.208), 22(0.238), 17(0.195) vy
8(0.185) siempre al quinto dia: Al contrarnio, 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-
mocion de 92.8, 87.3, 79.6,. 650y 61.0% (ai 14 dia; pH 7). Las mismas cepas disminuye-
ron el sulfato inicial en 8.63, 5.03, 6.36, 1167 y 10.9% (al 7° dia) y 9.6, 20, 13.56, 128y
14.2 (at 14° dia) cuando el pH fue de 5. Las mejores cepas a un valor de pH 5 resultaron
ser 9(60.4%), 6(54.4%), 12(23.23%) y 15 (21.43%).

La remocién de sulfatos por las 24 cepas a pH 5 (para el 5° y 14° dia) y a pH 7 (para
el 7° y 14° dia), asi como la actividad especifica y volumétrica, se muestran en la Figura
4.1.1. Como puede observarse, el porcentaje de remocion para ia totalidad del grupo de
cepas resultd consistentemente mas atto cuando el valor del pH del proceso fue de 7. Los
valores de remocion mas aitos se encontraron a! 7° dia para la mayoria de los experimen-
tos a pH 7. pero un comportamiento contrario fue observado cuando se trabajd a pH 5; es
decir, que se presentd una mejor remocion de suifatos al dia 14, siendo menor la remo-
cidn al 5° dia.

En cuanto a la actividad volumeétrica, el desarrolio de las diferentes cepas andxicas
fue como sigue: a pH 5 (dia 5) las actividades volumeétricas logradas por las cepas varia-
ron en el intervaio de 8.43x10™ a 2.30x103 gSOL/\hr, que corresponden a las cepas 19y
21, respectivamente. A pH 7 (dia 7) las actividadas volumétricas fueron tan grandes como
1.47x10 a 1.2x10-2 gSOL/i*hr para tas 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 resuitados obtenidos de actividad volumétrica.

Por lo que respecta a la actividad especifica, la tendencia fue como sigue: Cuando el
valor de pH fue de S (5° dia), la actividad especifica fue 9.67x10° y 6.34x10™
9S0,/DO"hr, para las cepas 22 y 14, respectivamente. Para un valor de pH de 7 (14°
dia), la actividad especifica fue 8.84x10°% y 9.20x10™ gSOJDO"hr, para las cepas 1 y 18,
respectivamente. Otras cepas con potencial de aplicacion son la 4,16 y 21(a pH 5), asi
como la 5,0,16 y 24 (a pH 7), pues sus actividades especificas se presentan como las
mas altas, en comparacidn con las de las demas cepas.

Con todos los datos recabados se tomo la decisidon de cuales serian las cepas mas
propicias para el proceso. Las mejores cepas de acuerdo a su crecimiento, su actividad
volumeétrica y @& su capacidad para degradar sulfatos fueron las siguientes: 5, 7, 8, 15, 17,
22 y 23. Se descartd la cepa 23 (clave ON-2) por provenir de un sitio de muestreo seme-
jante al de la cepa 5 (clave O'N-2’) , ambas procedentes de sedimentos marinos de ia
misma zona (costas de Oaxaca). Por otra parte la cepa 17 se descartd por no presentar
crecimiento en presencia de combustdleo (Aragén et al. 1996). En ia Tabla 4.1.1 se
muestran la cepas seleccionadas.

Codigo | Codigo da po to de éptica | € en
asignado Clencias Origen I de
del Mar de sultatos (pH 7)] _(crecimienta) combustsieo
5 ON-2 Oaxaca 85 06 a 92.79 ©.386 pesitivo
7 EPES c 47 962 61.04 0298 positiva
8 EP EG Campeche 64 26 a 65 03 0246 postivo
1s 18 DIG Tolea 57.44 2 6152 0.295 postiva
22 o' N3 Oaxaca 79.62 0.467 positrvo

Tabta 4.1.1 Clasificacion de las cepa de trabajo
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333838°°
Ugnoutd) 2P %

eoads pepiy CHUII PPNV

cepas

Figura 4.1.1 Crecimiento de las veinticuatro cepas a pH 5 y 7 en medio B, Porciento de re-
mocién de sulfatos, actividad volumeétrica y especlfica.
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4.2. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE PROCESO.

4.2.1. Etecto de la Temperatura.

En la Figura 4.2.1 se muestran los porcientos de remociéon de sulfatos, y las activida-
des volumétrica y especifica para las 5 cepas seleccionadas a 28, 35 y 45°C. (Ver Apén-
dice C).

Se puede observar en los resuitados obtenidos que en general todas la cepas pre-
sentan mejor actividad a 35°C. También podemos remarcar que la temperatura tiene un
efecto drastico sobre a8 remocidén ya que esta disminuye en el mejor de los casos de
681.07 a 6.13% (para la cepa 7) y en el peor de 79.62 a 0%

Para todas las cepas, ilas mejores actividades volumeétricas se alcanzaron a las 168
hrs y 35°C. Con valores del orden de 7.4x102 a 1.2x10% g SO./ hr . Siendo las mejores
las cepas S5y 22, 1.20 x1 02 y 1.03 x1072 g SO4/1 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 casocs mayores que las obtenidas a 35° como son las
cepas 7 (168 hrs) y 22 (336 hrs). Esto es ull para el desarrollo de los incculos, donde se
requiere una mayor cantidad de biomasa. De acuerdo a estas pruebas, es factible desa-
rrollar los bindculos a ternparatura ambiente, evitando con esto el gasto de precalenta-
miento. De cualquier forma las mejores actividades especificas en el menor tiempo se
presentaron a 35°C, siendo el tiempo otro pardmetro a tomar en cuenta en cualquier pro-
ceso.

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

mesdéfilos y se propone que la temperatura de operacion sea de 35°C.

£t
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Figura 4.2.1 Efecto de !a temperatura en !a actividad volumétnica, especifica y la remocion de

sulfatos.
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4.2.2. Efecto del pH.

En la Figura 4.2.2 se muestran los porcientos de remocion de sulfatos y las activida-
des volumétrica y especifica para las 5 cepas seleccionadas a valores de pH de 57 y 8
(Ver Apéndice C).

Corroborando los estudios preliminares de seleccion 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 B, 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 haras, tanto en la actividad 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 8; lo cual es Gtil en el desarrollo de los inoculos.

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

sea de 7 y de 8 para el desarrollo de los inoculos.
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4.2.3. Efecto de la concentracién dfel sustrato.
En la Figura 4.2.3 se muestran los resultados obtenidos para la remocién de sulfatos
a diferentes concentraciones del sustrato. Como se puede observar la concentracidn ini-

cial de sulfatos tiene un efecto marcado en la remocién. La tendencia presentada es muy
similar para todas las cepas, y este comportamiento bien puede ser representado por

una ecuacion de tipo cuadratico. La maxima remocién fue en todos los casos para ia con-
centracién menor, 2.17 g/i (entre un 48 y un 86% para las diferentes cepas). La reduccién
minima ocurrié a la concentracion de 4,56 g/l, con exepcién de la cepa 22 donde esta tu-
vo lugar a 8.34 g/i. Es interesante remarcar que a la concentracion inicial de 16.06 g/l ia

remocién fue muy similar para todas fas cepas (30.93 + 2.58).

% de remocidn da sulfates

concenlracion de sullatos (g/)

Figura 4.2.3 Efecto de la concentracidn de suifato sobre la remocion del mismo. (338 hrs)

Por lo que respecta a las actividades volumétricas y especifica los datos obtenidos se
presentan en la 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 [ograrcon, para casi todos los casos, a las 168 heras y 16.06 g/1 de concentracion
inicial.

Es importante resaltar que la actividad especifica tiene una tendencia de tipo expo-
nenciat con relacién a la concentracion inicial de sulfatos. Mientras que !a actividad volu-
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meétrica se comporta de manera semejante a la remocién, presentando para todos los ca-

sos una tendencia que bien podria representarse con una ecuacién cuadratica.

Se ha encontrado que en las 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 produccion de H,S 6 CH,, segun sea el caso. En el
caso de la presente investigaciéon se desconoce la 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 misma de las reacciones. Tanto la reaccion
de formacion de metano como la de sulfuro tienen una AG de formacidn muy cercana.
con la diferencia que para el caso de sulfuro esta tiene una ligera ventaja termodinamica
en ambos casos, esto se deduce de su coma se ve en su valor de AG® (Tabla 4.2.1)

Reacciones para bacternas sulfato-reductoras

4H, + SO +H" . HS + 4 H.O AG® = -153 kJd/mol
CH;COO" + SO -+ HS + 2 HCO, AG® = .72 kJ/mol
Reacciones para bacterias metanogénicas.

4 H; + HCO; + H* » CHy = 3HO AG® = -136 kJ/maol
CHCOO™ + HO -» CH, + HCOy AG® = -31 kJ/mol

Tabla 4.2.1 Reaccwones de tormacidn para CH oy H.S

Nos se coneoce a ciencia cierta cuales son los parametros que gobiernan la compe-
tencia entre BSR y BMG, pero se sabe que la concentracion inicial de sulfatos y de sus-
trato tiene una gran influencia. Visser (1995) establece que ia relacion DQO/SO, determi-
na la ASR en lodos anaerobicos suspendidos o granulares, donde la DQO es una medida
indirecta de la cantidad de sustrato. Las relaciones mayores de 20 no promueven el cre-
cimiento de BSR. pero si de BMG. A relaciones entre 1.7 y 2.7 se presenta una compe-
tencia entre BSR y BMG. Visser encontré que con el valor experimental de 0.61 la ASR
se incrementa.
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Se calcularon ias relaciones DQO/SO, ¥ en la Figura 4.2.5 se muastra el efecto que
tiene sobre la remocién de sulfatos, 1a actividad volumeétrica y especifica. Se observa que
tanto la actividad volumétrica como la remocion de sulfatos presentan un comportamiento
de una funcién cuadratica con un minimo en el rango de 0.35 a 0.65 DQO/SO,. Este
comportamiento es muy similar para !as cinco cepas. pero por lo que respecta a la activi-
dad volumeétrica se puede observar que a las 168 horas existe una gran diferencia entre
fas cepas cuando disminuye la relacién DQO/SO, y esta diferencia se vuelve casi nula a
las 336 horas.

Para la remocion de sulfatos, como ya se menciond, el comporntamiento es de tipo
cuadratice, pero a diferencia de las actividades existe una marcada diferencia entre las
cepas para los diferentes valores de DQO/SQO,

La actividad especifica presenta un comportamiente de tipo exponencial con tenden-
cia asintética a mayores valores de DQO/SQO, alcanzando 1os mavores vaiores a relacio-
nes menores a 0.2.

Todos los datos anteriores revelan que, independientemente de 13 competencia entre
BSR y BMG, Ia cual no se pretende demostrar en este trabajo. es interesante el hecho de
que a relaciones menores de 0.2 gDQO/gSO, se alcanzan las mejores actividades tanto
volumeétrica como especifica, lo que nos indica gque para el medio de cultive se puede tra-
bajar con mayeres concentraciones de suifatos, o lo que es mejor con bajo contenido de

sustrato, que en el caso cdel medio Postgate B se empiea lactato que es muy costoso.
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4.2.4. Efecto de la soluciéon reductora.

E! efecto de la concentracidn de la solucion reductora fue muy diferente para cada
una de las cepas. En la Figura 4.2.6 se presentan las remocion porcentual de sulfatos, y
en la Figura 4.2.7 las actividades especifica y volumeétrica para las cinco cepas seleccio-

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

Como se puede observar en las graficas, las cepas 5 y 22 lograron la mayor cantidad
de azufre removido, donde !a cepa cinco ajcanzo valores de 85.3, 70.7 y 59.1% (para
100, 50 y 25% se solucidn reductora), mientras que los valores para la cepa 22 fueron de
79.8, 82.6 y 89.7% respectivamente. Las cepas 7 y 15 no obtuviercn buenos resultados,
con un 7 y 6% de remocion respectivamente. Por otra parte, la cepa 8 remcovido un 41%
con un 50% de solucion reductora

E£n general para casi todas las cepas s puede decir que 1a concantracidn de sclucion
reductora no tisne un iMpacto imponante er la actividad volumaeétrica y especifica. con ex-

cepcion de la cepa 8 donde aumenta y la 5 que disminuye considerabigmente.

% de remocin

Figura 4 2.6 Remccion de sulfatos a distintas concentraciones de solucion reductora
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4.3. FORMULACION Y SELECCION DEL MEDIO DE CULTIVO.

En la Tabla 4,.3.1 se compara las rernocidn 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 desempefo para tos 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% de

remocidn, io cual es bajo pero resalla la importancia de la presencia de extracto de leva-
dura, que es una fuente importante de nitrogeno.

Porciento de remocion
cepa Medio Postgate [ Medo 1L
B c 1 2 3
S 85 31 4.38 3 48 3.00 7.37
7 4 99 3 49 20.67 1.65 710
8 088 283 0 00 3086 11.43
15 2.08 4.20 6.18 059 5.34
22 79.82 19.80 i 6 a7 065 33.67

Tabila 4.3.1 Comparacidon de la capoacidad sulfato-reductora de las cinco
cepas en los medios disetados contra medio Fostgate By C

Por lo que respecta a las actividades volumétnca y especifica los vaiores obtenidos
se muestran en 1as Tablas 4.3.2 y 3 respectivamente.

La actividad volumeétrica es pobre y similar para las cepas 7.8 ¥y 15 con valores de
6.4x10-4 gSO/1*hr en promedio. La cepa 22 tiene una mejor aceptacion al medio Postga-
te C y para el medio propuesto ii-3 (5.32x10™ y 3.05x107? gSO,/i"hr respectivamente) pe-
ro en ninguno de los casos mejor que el medio Postgate B

La actividad especifica tiene un comportamiento curioso. las cepas con bajo desem-
pefio (7,8,15) alcanzan las mayores valores para el medio Postgate C y para las cepas 5
y 22 tambien se logran buenas actividades. Desafortunadamente, para los medios pro-

puestos las actividades son muy bajas y cast nulas, lo que representa un gran problema
en lo que se refiere al desarrollo de biomasa.
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Actividad Volumetnca gSO,/1 hr

cepas Medio Postgate Meaio I} ’
8 c bl 2 3
5 9.53E-3 1 18E-3 3 BOE-4 3.12E-4 6 68E-
7 5 57E-4 9.37E-4 | 2 25E-3 1.72E-4 6.43E-4
8 9.80E-5 7 59E-4 | 0.00E+0 3.19E-4 0.00E+0
15 2.33E4 1 13E-3 | 6.74E3 6.13E-5 4 84E-4
22 8.82E-3 5.32E-3 | 7.59E-4 6 74E-5 3.05E-3

Tabia 4.3.2 Cornparacion de 1a actividad volumétrica de las cinco cepas en 3
los medios disefiados contra medio Postgate By C i

Acuvidad Especifica gSO,/DO hr
cepas Medio Postgate Medio Il .
c 1 2 3 :
5 501E-3 2.15E.3 | 517E-5 260E-5 1.18E4 :
7 2.42E-4 B.37E-4 | 279E4  14BE-5 1.43E-4 :

8 6.30E-5 9 84E-1 | D.ODE+0 26S5E-5 0.00E+0
15 1.77E-4 3.86E-3 | 5 B3E-5 563E-6 B.51E-5 ;
22 2.51E-3 184E-3 | 8.17E-5 SB81E-6 4.60E4 ;

Tabla 4 3.3 Comparacion de la achvidad especifica de las cinco cepas en
los medios disefados contra medio Postgate By C

Aunque ios resultados abtenidos no sean satisfactorios como para emplear los me-
dios a nivel industrial, estos son ttiles ya que nos indican la linea a seguir en la formula-
cion del medio de cuttive El bajo desemperio obtenido se pudo deber:

a) Inicialmente se propuso que las bacterias serian capaces de usar ademas del
lactato de la leche, que se encuentra en bajas concentraciones (3%), las azuca-
res del la misma (lactosa) como fuente carbono. Al parecer las bactarias no son
capaces de usar estos azucares. la solucion a esto puede ser usar mas suero
de leche para aumentar la cantidad de lactato, pero esto tendria una repercu-
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b)

sidn en [os costos. Otra opcidn es investigar fuentes de carbono alternas seme-
jantes al lactato, pero mas comerciales, tales como el acetato.

Como ya se menciono anteriormente, la ausencia de extracto de levadura
{fuente de nitrdgeno) tiene una fuerte repercusidén en el desemperio de las
bacterias, pero principaimente en la actividad especifica que es el parametro
que nos relaciona Ia cantidad de biomasa producida. Esto se debe a que el ni-
trégeno es de los principales constituyentes de las proteinas y estas del mate-
rial celular. Se postuld la hipdtesis de que las bacterias serian capaces de usar
las proteinas presentes en el sueroc de leche. Con jo datos obtenidos no se
puede afirmar lo contrario, pero al parecer esta fuente de nitrédgeno no es Gtil
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 nitrogeno como podrian ser: harina de
pescado, harina de soya 6 hidrolizado de maiz, Ics cuales son ampliamente

usados en biotecnologia.

En ta Tabla 4.3.4 se muestran los requerimientos de cada uno de los compuestos

que constituyen los medios estudiados, asi como su costo por litro. Cabe resaitar el he-

cho de que los compuestos gue encarecen al medio son aquelios que nNo se pueden con-

seguir como reactivos industriales de ahi la importancia de buscar sustitutos. Como se

puede ver el uso de cloruro de sodic encarece relativamente el medio, una posible solu-

cidn es uso de agua de mar para sustituir algunas sales. Se debe de considerar la pre-

sencia de sulfatos los cuales son utiles en el desarrolio de los inoculos, no asi en la etapa

de biodesulfuracién.
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Confenido por ffro Costo Costo
B c i 62 il B 4 ii-1 i i3 | porkio
Lactalo de sodio {Solucion 7¢ 129 $592 31015 - $8455
50%)
Suero de leche 637g 637g 6379 - §002 $002 $002( $30
N3, 50, 459 - - - ERE 1110 B - - $19
[CaS0, 10g - 10g 10g 109 fs00t - S001 §001 $001| $109
JCaClye26,0 006y - - - $000 534
lCirato de sodio -0y - - - $005 - | s
INHCH 10g 10g 10g 10g 10g {3001 $001 $001 3001 $00{ $100
KH,PO, 05g 05g 05g 053 05g (8001 $001 5001 §001 §001{ $240
MgS0, TH,0 05g 05g 20g 20g 2093000 $000 $002 5002 §002] %86
aCl 259 %g 259 259 [S047 5017 s0N7 5017 $66
Extracto da levadura 1009 1009 1009}5040 $040 - . $040§ $3080°
Solucion reductora 100mt 100ml 100ml 100mi 00m 3027 $027 5027 3027 $027
§679 $11.06 $050 $0.34 $090

TOTAL

Tabla 4 3.4 Costo de los medios de cuitvos anatzados (precios. Noviembre 16%6)

' Disponible dnicamente como reactivo analitico.
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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 tipe de solvente a ocupar.

El benceno resultd ser un excelente solvente para todos los compuestos pero no es
soluble en agua lo que produce una emuisidn que pudiera ser considerada para el estu-
dio, pero tiene una gran efecto toxico 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 accién sulfato reduc-

tora para ambas cepas.

Todos los compuestos en dimetilformamida (DMF) presenta gran solubilidad

Se tiene conocimiento de estudios sosbre el efecto de los solventes organicos en
sistemas enzimaticos. en ta Figura 4.4.3 se muestran varios solventes misibles en agua
asi como su efecto sobre la actividad especifica en sistemas encimaticos .se puede ob-
servar que las mejoes actividades se legran con solventres mas polares, como se puede
ver en la figura a, donde el se muestran los solventes de acuerdo a su polandad, medida
por el indice Dirmoth-Richard E;(30). ,

Aunque nuestro sistema difiere al presentado nos sirve como una buena aproxima-
cién 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 bioquémico como es el caso de los sistemas encimaticos y el efecto toxico en
sistemas vivos como es huestro caso.

Tomando en cuenta lo anterior y basados en los estudios realizados se poropone

usar etanol por su polaridad y su efecto relativamente poco téxico en los microorganis-
mos.
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Figura

At Volumétrica (gSO41L hi)

Figura

5-Ezanoi 22-Etancl 5-DLF 22-00% 5.Benzeno 22-Bencena
cepas y solvente
Q % de remocion coan sohunte ™ O ferocon testga o * qe innbizion de crecmenta

4.4.1. Efecto de tres solventes en la remocicn de sulfatos y en el crecimiento
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4.4.2. Efecto de tres solventes en la actividad volumetrica y especifica.
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Actividad especifica (DO,.,/min nmol)
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Figura <.4 3 Efecto de varnos soiventes organicos solubles en agua sobre la actividad especifica
en sistemas enzimaticos. (Vazquez-Duhait et a/. 1993)

4.4.2. Compuestos organosulfurados.

Tal vez sea aventurado extrapolar la actividad sulfato-reductora de las bacterias a
compuestos organosulfurados, tomando en cuenta que en el caso de compuestos ciclicos
no podemos hablar de estados de oxidacién. sin embargo existen reportes de bacterias
suifato-reductoras que pueden usar compuestos organasulfurados como Unico aceptor de
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electranes (Lizama et al. 1995), y ia prueba de ia reduccidn del azufre organico es la pro-
duccidén de H;S. donde el azufre se encuentra en sy Maximo estado de reduccién.

Enla Tabla 4.4.1 y la Figura 4.4.4 se muestran los resultados obtenidos de la degra-
dacion de los compuestos organosulfurados propuestos. S@ muestra la densidad éptica
que nos da un indicio de la cantidad de biomasa desarrollada, y la produccién de acide
sulfidrico Que nos da una medida indirecta de la actividad sulfato reductora. Se muestra

tambien, de manera cualitativa la degradacidn de los compuestos organosulfutrados

5 1 11 15
oo HS | DEG DO [ H2S [ DEG. Do H2S | DEG DO | HS DEG H2s | DEG
meol mmaol mmot mmel mmat

Db enzotiofona

i ae ator [ wcor] 001 |+ |ooes [oored] - [ oor [ooru| - Josenosrca] - loousooros

o 23 16

ooraloosis] - loios|oorez] - |ozis|oosae] - lorralacer] - ot hDSSJ
f

Tionateno oomzlotrs| - loocarlassisf - chsu omsq - Ioo:a o roza] :

T

&
Duutturo ge ai- | ccaaloosral - | co3 |oosasl - J os¢ Joosaz] « Jooss (o 0575’ . ra Jo o101
benzio |
Etimercactano_ | o crzfoozrs Jooar Joorsa] - locsslocaael « |oceslogess] - | ooy Jossrs]
Testgo cos2 [7at3a] - Jocaslosors) loozs [o110a] = looyr loosiel + loocsrlzaray

Tabiir 4 4.1 Degradacidn de compuestos organosulturades (DEG Degradacion

+ positivivo, - negativo)

Comao se puede observar en la Figura 4.4.4 ios mejores crecimientos se lograron en
todos los cases en presencia de dibenzotiofene , seguido este por disulfure de dibenzilo, y
por su parte la mayor cantidad de H2S producido fue para el tionafteno seguido de di-
benzotiofeno y disulfuro de dibenzilo

De lo antenor podemos proponer que los microorganismos tiene mayor afinidad al
azufre presente dentro de anillos arcmaticos, como es el caso del tionafteno y dibenzotio-
feno.

En la Figura 4.4.5 se muestran los compuestos desulfurados y las reacciones pro-
puestas, degraciadamente en este momento no se cuenta con andlisis cualitativos para
poder corroborar esto, pero partiendo de los resultados reportados en la literatura se pue-

de decir que es una buena aprioximacian.
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Figura 4.4.4 Crecimiento y produccion de H;S con ios cinco compuestos seleccionados,
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4.5. ESCALAMIENTO A FERMENTADOR DE 5 LITROS.

«&.5.1. Caracterizacion del combustéleo.

En la Tabla 4.5.1 se muestran las caracteristicas del combustéleo usado en las prue-
bas. Se puede observar que contiene un alto contenidc de nique! y vanadio (5.54 y 311
ppm respectivamente) siendo estos elementos inhibitorios para muchos microorganismos,
Io que resulta una variable a superar. Por otra parte el contenido de azufre fue de 4.33 %,
dicho contenido varia de acuerdo a las condiciones y al tiempo por lo que se caracterizd

el combustdleo cada vez que se hicieron pruebas.
determinacidn resuitado norma usada
cenizas %o en peso 0.274 ASTM D 482-91
visc. s51@ 378°c 2110 ASTM D 87-88
visc. s sf @ S0 "¢ 7004 ASTM D 87-88
visc. 551 @ GO "c 306 1 ASTM D 87-858
visc.ss 1@ B22°c 78.36 ASTM D 87-88
visc. s.s (@ 98 9 °c 40.59 ASTM D 87-88
azufre % en peso 4.33 ASTM D 1552-90
v. calotifico kcal/lg 10.151 ASTM D 3286-91a
v. calorifico neto kcalig 9.632 ASTM D 3286-91a
p. especifico @ 2074 "c 0.999 ASTM D 70-86
temp. de igrucion *c 197 ASTM D 52-85
carbono %, en pesa 84.91 ASTM D 5373.93
hidrégeno % en peso 1025 ASTM D 5373-53
nitr6geno % en pesa 0.37 ASTM D 5373-93
oxigeno % en peso 0.14 ASTM D $373-93
niquel ppm 5.54
potasio ppm 4.17
sodio ppm 15 45
vanadio ppm 311
fierro ppm 4.99
cobre ppm menos 1.0
calcio ppm B8.82
magnesio ppm 0.55
clorures ppm 0.12 J
Tabla 4 5.1 Analisis de combustdleo praveniente de la refinerla de Tula

(Instituto de Investigaciones Eléctricas)
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4.5.2 Biodesulfuracién de combustéieo.

E£n 1a Figura 4.5.1 se muestra el comportamiento del ta producciéon de sulfthidrico
durante la biodesulfuracion. Se puede observar que se tiene una cantidad inicial
debido al inoculo, y esta baja drasticamente y se recupera hasta alcanzar un maximo
entre las 72 horas decayendo nuevamente. Esto datos seran dtiles para calcular una
cinética y posteriormente hacer el disedo del reactor.
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24 48 72 968 120 144 168 192 216 240 284 288 312 336
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Figura 4.5.1 Produccion de acido sulfhidrico en al proceso de biodesulfuracion.

En la Tabla 4.5.2 se muestran los resultados de una prusba de biodesulfuraciéon
de combustolieo. Se observa que se alcanza una remocion del 11.3 % a las 168 hrs y
de 25.12% alas 336 hrs dichos valores aun no satisfactorio para cumplir con ios

requerimientos internacionales (1% de azufre) pero nes dan la pauta para sber por
donde continuar el proyecto

Por lo quo respecta al poder calorifico se presenta una disminucion (9 al 12.8 %).
Esto se puede deber :

= Al romperse la emulsidbn quede cierta cantidad de agua emulsionada en el
combustdleo.

= Por usarse un sistema de calentamiento (autoclave) para romper la emulsion
exista una degradacion tarmica de algunas molécuias.

= Los microorganismos empleen a tos hidrocarburos como fuente de carbono.
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Esta ultima explicacion es poco probable ya que las moléculas de hidrocarburos

presentes en el combustdleo son muy complejas y dificiles de romper. De cualquier
forma, basandose en las dos primeras explicaclones, pareciera ser que la solucidn se

encuentra en la ruptura de la emulsidn, por i0 que se recomienda hacer estudios
sobre esto. Una posible alternativa seria el uso de acido ¢ alcali.

Combustoleo sin Testigo Combustoleo
Parametro emulsionar (combustdleo sin sometido al
indcluo) proceso
Comtenido de azutre (9%) 3.84% 3.85% 3.56%168 hrs
3.94% 2.98%3386 hrs
Capacidad calorifica 10.13 Kcal/g

Remocién de azufre (%)

9.94 Keal/g

8.276 Kcal/g 160 hrs
8.2 Kecal/g 336 hrs

Disminucion de la capacidad

3.26%

11.3% 168 hrs

calorifica (%)

1.87%

25.12% 3336 hrs
12.83% 168 hrs
.18 335 hrs

Tabla 4 5.2 Resuitados de una biodesulfuracién de combustdleo
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CAPITULO 5

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

ta biodesulfuracién del combustdleo por la via reductiva resuita una atternativa
interesante ante la deshidrodesulfuracion catalitica ya que reduce significativamente el
consumo energético del proceso, pero representa un gran reto tecnolégico tanto en el
area de ingenieria quimica como biotecnoldgica. Los costos del proceso tendran un
impacto sobre el costo del combustible pero éste, una vez tratado, podra ser vendido a
un mejor procio. Este incramento no debe ser mayor que el sufragado al aplicar et
proceso quimico (hidrodesulfuracion) o el de equipos de control (lavadores de gases) a la
salida de los equipos de combustidn. A continuacién se presentan las conclusidnes del

presente ostudio, asi como las recomendaciones para trabajos posteriores.

5.1 CONCLUSIONES

Las cepas seleccionadas para el proceso fueron : 5, 7, 8, 15, y 22 debido a que
presentaron la mejor actividad sulfato-reductora.

Con respecto al efecto de la temperatura se observd que las cepas seleccionadas
son de tipo mesodfilo. por lo que se propone una temperatura de operacidn de 35°C.
Algunas cepas (7 y 22) presentaron potencial para desarrollarse a 28°C. lo que puede

reflejarse como una disminucién en los costos de calentamiento.

El mejor valor de pH fue de 7 pama todos los casos. Las mejores actividades
especificas se obtuvieron para un valor de pH de 8. Por lo que se recomienda usar un
pPH de 7 para el proceso y un valor de pH de 8 para el desarmrolio de los inoculos, donde
se busca tener la mayor cantidad de biomasa posible.
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Para relaciones menores de 0.2 gDQO/gSO4 las cepas seleccionadas alcanzan las
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 o que es
mejor con bajo contenido de sustrato, que en el caso del medio Postgate B se emplea

lactato que es muy cosloso.

En general para casi todas las cepas se puede decir que la concentracion de

solucién reductora no tiene un impacto importante en la actividad volumétrica y

especifica, con exepcidn de la cepa B donde aumenta y la 5 que disminuye

considerablemente.

Por lo que concieme al medio de cultivo el que tuvo 8l mejor desempeno fue el
Postgate B, aunque ios resultados obtenidos no sean satisfactorios como para emplear

los medios a nivel industrial. estos son Gtiles ya que nos indican la linea a seguir an la

formulacion del medio de cuitivo,

Se observd que todas las cepas seleccionadas tinen mayor afinidad por el azufre

prasente dentro que los ciclos de las moléculas que el azufre lineal.

El proceso es capaz de realizar la dosulfuracion de combustdleo raduciendo el
contenido de azufre hasta un 25.12%, pero esto lleva consigo un tiempo de 336 hrs vy
una disminucion en la capacidad calorifica del 9.2%.

La maxima produccion de acido sulfhidrico se logra a las 72 horas de proceso.

5.2 RECOMENDACIONES
Actualmente se desconoce qué géneros y especies de bacterias estan involucradas

en las muestras recolectadas. Debido a la naturaleza de las cepas muy posiblemente se

trata de consorcios de microorganismos, si bien as evidente que los principales
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microorganismos involucrados en Jos cultivos estudiados son bacterias sulfato-
reductoras; es posible la presencia de bacterias metanogénicas, las cuales, en las
condiciones propicias pueden competir con las BSR por los sustratos. Por estos
motivos es Util realizar estudios sobre produccion de H:S contra produccion de metano,

para establecer las condiciones a evitar.

Se propone realizar estudios para posibles mejoras genéticas de las cepas.

En ol presente trabajo se buscd sustuir los componentes caros del medio de cultivo
(Postgate B), para lo cual se empled suero de leche como sustituto de la fuente de
carbono y nitrogeno. Esta sustitucion no fues exitosa, ya que no se cumplio la cantidad de
nitrdgeno requerido, por ésta razon se proponen otras fuentes de nitrégeno tales como:
harina de pescado, harina de soya, e hidrolizado de maiz.

Es conveniente hacer analisis cuantitativos y cualitativos do los compuestos
azufrados presentes en el combustdleo, ya que dada la complejidad det mismo, no se
cuenta con datos precisos sobre que tipo de compuestos se presentan ni en que
proporcidon. Asi como analisis cualitativos do los compuestos azufrados estudiados y sus
moléculas desutfuradas, para poder establecer de esta mansra los mecanismos de

reaccion.

Es importante considarar los residuos del proceso, por eso se deben hacer estudios
para la tratar las emisiones de acido suifhidrico producido. Siendo una posible solucion ,
siguiendo la linea biolbgica. su adsorcion y oxidacién a azulre elemontal con sulfato
ferroso y la recuperacion de este Gfimo por microorganismos (fiobacilus ferroxidant, por
ejemplo) capaces de transformar el suifato ferroso a férrico.(Asai ef a/.1990)

H2S + FexSOL)a — S + 2FeSO. + H:SO« 1)

2 FeSO. + HzSO. + % 02 — FaxSO4 + HO @
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Al romperse la emulsidSn de combustbieo-agua, la fase acuosa resuliante se
encuentra con un alto contenido de carga organica por lo que esta debera ser tratada
antes de poder volver a usaria 6 en su caso desecharia

Como se pudo observar ol sistema propuesto presenta el grave problema de las
disminucion de la capacidad calorifica, por kb que se recomienda hacer pruebas para
buscar la mejor forma de romper la emulsion con un minimo deterioro de la capacidad
calorifica . Para ello, habra que optimizar el sistema de separacion agua-aceite, ademas
de considerar la posibilidad de reciclar el agua de emulsion previo andlisis de las
consecuencias que esto acarreria,

Las conclusiones y recomendacione que se plantean en el presente trabajo se
resumen an ef diagrama de flujo de ;:roceso( Figura 5.1.1). Aunque con los datos
actuales todavia no no nos es posible definir el flujo de las corrientes y tampoco los
balances de materia y energia correspondientes, se considera que el diagrama de flujo
propuesto sera de gran utilidad on ei desamollo de este proyecto.
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Apéndice A

MEDIOS Y TECNICAS DE CULTIVO

La metodologla empleada para el cuitivo de los microorganismos se basgd, 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 descritas por Widdel y Bak
(1991). En este apéndice se describen las técnicas usadas.

CULTIVO DE BACTERIAS SULFATO REDUCTORAS

Las bacterias suifato reductoras crecen bajo condiciones reductoras y andxicas. Si se
inocuta en un medio que contenga oxigeno, unicamente los cultivos frescos de algunas
especies robustas podran desarrollarse. Si la cantidad de inoculo no es muy pequefa, se
producira suficiente sulfhidrico para desplazar al oxigeno, aunque el suifuro aumenta la
toxicidad del O, especialmente si se presenta a! final en exceso (Cypionka et al.,1985).

Se recomienda remover el O, desplazandolo con N; antes de la inoculacion, con
@sto se elimina el peligro de danfo celular y facilita la iniciacién de crecimiento.

La remocion de oxigeno por medios fisicos no siempre es suficiente, especialmente
para especies con crecimiento lento. o con pequefias cantidades de inoculo. Para estos
casos es Necesario afadir una solucidn reductora

Las soluciones reductoras' mas empleadas para el cultivo de bacterias sulfato-
reductoras son:

= Ascorbato (dehidroascorbato/ascorbato) E° = 0.058 vV
« Tioglicolato (disuifuro de tioglicolato/tioglicolato) E™ = ~-0.14 V

= Sulfuro (S°/H,;S) E*' = -0.243 Vv

* Los pontenciales redox estan calculados a un pH de 7.0
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e Disulfito (2S0;%7/S,0,27) E” = -0.29 V es relativamente téxico 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 empleé una solucién de tioglicolato y acido citrico.

En los procesos fermentativos por lote (batch) el crecimiento celular tiene el
comportamiento descrito en la Figura A.1. La duracién de cada una de las etapas
dependera principalmente de la cantidad inicial de biomasa (inoculo).

Por criteria euristico, en biotecnologia, usualmente se ocupa entre un S y un 10% de

inoculo.

biomasa
o1t

i

1 tetargo
I aceieracion dei creciments V  estacionano
1 crocimiento exponencial VI dactinacion

Figura A.1 Curva de crecimiento batch con seis fases. (Quintero 1881)

MEDIOS DE CULTIVO

Postgate (1984) ha desarrollado un gran numero de medios de cultivo ;iara 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 (1891) mencionan que los
medios de lactato han sido usados exitosamente en el cultivo de las bacterias sutfato-
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reductoras “clasicas” Desulfovibrio y Desulfotomaculum. El lactato sirve como donador de
eiectrones y fuente de carbono. Los fosfatos presentes funcionan como buffer.

El medio APi se usd para mantener un stock de las cepas, el cual debe de ser
renovado cada 3 meses (Aragén et al. 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 disolucidbn para evitar la formacién de
precipitados. Se deben afadir sucesivamente al agua con agitacién. Ei pH se ajusta a 7.2
aproximadamente y se esteriliza a 120°C durante 15 minutos en una autoclave.

Tanto la solucién de FeSO, como la reductora se esterilizan aparte y bajo una

atmosfera de N,, afadiéndolas posteriormente al medio y regulado ei pH en condiciones

asépticas.
MEDIO POSTGATE T —apl
B c
Agus destiiada 1L 1L 1L
Lactato de sodio (Solucién 50%) 55 mL 95mL -
Acetato de sodio - - 4 g
Na, SO, - 45g -
CasSoO, 109 - -
CaCl2-2H;0 - 006 g -
Citrato de sodio - 03g -
Acido ascorbico - - 0.1g9
Fo(NH.)(SO.);-6H.0 - - 0.1g
NH,Ct 10g 10g -
KH,PO. 05a 0.5g -
K;HPO. - - 0.01g
MgSO,-7H,0 05g 05g 02g
NaCl 25g 25g 10g
Extracto de Levadura 1.0g 109 1g
Solucion de FeSQO, 10 mb 0. 08 mL -
Solucion reductora 10 mL 10 mi -
Tabla A.1. Composicidn del medio Postgate B,C y APt

Solucién Reductora: Solucion de FeSOy,

Agua destilada 10 mL Agua destilada 10 mL

Tioglicolato de sodio 0.1 g FeSC,7H,O 0.5g

cido ascorbico 0.1g
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Las bacterias sulfato-reductoras desprenden &cido sulfhidrico como parte de su
metabolismo en cual forma un precipitado negro debido a la precencia de Fierro en el
medio (A). Esta propiedad es util como un indicador de la actividad celular, pero en
algunos casos se evita el uso de la soluciéon de Fierro ya que enturbia el medio e impide
realizar mediciones acertadas del crecimiento celular via turbidimetro o espectro.

H2S + Fe® ——+ FeS

TECNICAS DE CULTIVO

Ei cuitivo de microorganismos anaerobios presentan ia problematica de tener que
mantener condiciones anoxicas todo el titempo. Existen varias técnicas de cultivo, ya sea
en medio solido (agar), empleando jarraras anaerobias o tubos sellados con parafina y en
medio liquido en matraz o botellas vial. En cualquiera de los casos se debe de matener
una atmosfera reducida, bbre de oxigeno y es indispensable que lor recipientes se
encuentren sellados.

Se trabajé en medio liquido usando las técnicas de crecimiento en viales y matraces

las cuales se describen a continuacion

Crecimiento en viales

La técnica de cultivo en viales es ampliamente usada para sistemas andxicos, debido
a que es mas seguro mantener una atmosfera libre de oxigeno por el selio de hule que a
su vez es reforzado por un anillo metalico. Este sistema se empled para mantener un
stock de microorganismos y para algunas pruebas.

Se usaron botellas viales de 150 mlL de capacidad, de los cuales se ocupan
anicamente 100 mL de medio.

Las botellas se lienan con el medio, sin solucidn reductora ni de FeS0, (para el caso
de Postgate) y se sellan. Con una aguja hipodérmica se le inyecta nitrégeno 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 (120°C , 15 minutos). Una vez estériies
se afiade las solucidnes reductora y de fierro (para los medios Postgate) con una jeringa.
De 1a misma forma de inocula. Todo bajo condiciones asépticas.

Como ya se menciono, esta técnica es muy Gtit cuando se quiere garantizar
condiciones andxicas y €S muy practica 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

Crecimiento a nivel matrar

Se trabajé con matraces Erlenmayer de 250 mL con tapén hermético de hule con
tubos de vidrio que funcionan como entrada y salida de gas (ver figura A.1). £l volumen
de trabajo en los matraces fue de 100 mL.

Los matraces se llenan con el medio sin fierro ni solucion reductora y se clerran con
tapones de algoddn para su esterilizacién. Se esteriliza en una autoclave por 15 minutos
a 120°C. Una vez frios se afiade la soluciénes de fierro y reductora. Posteriormente et
inoculo.
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Los matraces se sellan con los tapones y estos a su vez con cinta de parafina. Se
inyecta nitrégeno por el tubo que esta en contacto con el medio liquido y una vez
desplazado el oxigeno presente se cierran ambos tubos con pinzas.

Se midié el sulfuro de hidrégeno formado desplazadndolo con nitrégeno y burbujeando
este en una solucion buffer antioxidante y midiéndolo con un electrodo de ion selectivo.”

Medio
. Posigate B-
~Tain fierro) —

Antioxidante

Figura A 3 Sistema empleado para las pruebas a nivel matraz.

La técnica de cultivo en matraz tiene la ventaja, a diferencia de tas pruebas en vial,

de ser mas practica para la toma de muestras del sulfidrico producido.

* vor apéndice C
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TECNICAS ANALITICAS

METODO GRAVIMETRICO PARA DETERMINAR SULFATOS, CON SECADO DE
RESIDUO

La presente técnica fue tomada del método 4500-SO, Standard Methods y

modificado de acuerdo a las muestras analizadas. La metodologia se describe a

continuacion:

Procedimiento

. Principio: El ién sulfato es precipitado como sulfato de bario (BaSQO,) en una solucion

de acido clorhidrico al afadir cloruro de bario (BaClz).

. Interferencias: La determinacidon de idn sulfato esta sujeta a varios errores tanto

positivos como negativos. Las principales causa de interferencias que producen
resultados altos es ta presencia de material suspendido, sifica, BaCly, NOy y SO,
Las interferencias negativas son producto de la presencia de sulfatos de metales
alcalinos, que frecuentemente producen bajos rendimientos.

Material

. Homo de saecado.
. Desecador.
. Balanza analitica.

. Filtro: Filtro de membrana Milipore de 0.45um o filtro de microfibra de vidrio tipo

GF/A.

©. Papel Filtro Whatmann No. 4.

Sistema de filtrado. adecuado para el tipo de fitro seleccionado.

Reactivos

. Acido Clorhidrico: Solucién 1:1 de HCi
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b.
4

a

b

C.

d.
S

Solucién de cloruro de bario: Disolver 100 g BaCl,;-2H,O en un litro de agua destilada,
filtrar con papel filtro fino. Cada mililitro es capaz de precipitar aproximadamente 40
mg de SO,

Procedimiento

. Preparacion del los filtros: Secar los filtros a peso constante en ei horno a 105°C |

dejar enfriar en el desecador y pesar.

. Preparacién de la muestra: Tomar 5 mi de la muestra y completar a 150 mlL con

agua destilada en un matraz Erlenmayer de 250 mi.

Ajustar el pH a 4.5 - 5.0 con la solucion de HCl y calentar hasta 98°C. Agregar perlas
de vidrio.

Precalentar la solucion de BaCl; y agregar 25 mbL a la muestra una vez que esta este
caliente.

Digestion de la muestra: Caliente la muestra de BO a S0°C no menos de 2 horas.

. Filtrado y pesado: Fitre =f BaSO, a temperatura ambiente y lave el destilado con

pequenas cantidades de agua destilada caliente. Seque el precipitado de la misma

forma como se preparo el fitro. Deje enfriar en el desecado y pese.

Calculos
mg BaSOd x 411.6

2- =
mg SO /L=
9 4 mL muestra
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DETERMINACION ACIDO SULFHIDRICO
Método lodométrico?.

1. Reactivos.

a) Acido clorhidrico, HCI 6N

b) Solucién patron de yodo, 0.0250 N.

¢) Solucion patrén de tiosulfato de sodio, 0.0250 N.

d) Solucion de almidén. disolver 2 g de almidéon y 0.2 g de acido salicllico como
conservador en 100 mL de agua destilada caliente.

2. Procedimiento

Afadase con bureta a un matraz de 500 mlL, una cantidad de solucién del yodo
estimada como un excesc sobre la cantidad de sulfuro presente. Afadase agua
destilada, si fuera necesario , para llevar el volumen a unos 20 mi.. Afdadase 2 mt. de
HCI!1 8N. Liévense con una pipeta 200 mL de muestra en el matraz, descargando la
muestra en ia superficie de |la solucion. si desaparece el color del yodo, afadase mas
yodo para mantener el color. Titulese por retroceso con solucion de Na,S;0,,
anadiendo unas gotas de solucién de almidén a! acercarse al punto final, y
continuando hasta desaparicidn del color azul.

3. Calculo.

Un mililitro de solucién de yodo O 025 N reacciona con 0.4 mg S%:

(A X B) - (C x D)} x 16000
ml de muestra

mg ST /1 =

donde: A = mL solucidén de yodo
B = normalidad de la sclucidén de Yodo
C = mL solucion Nay;S;0a.
O = normalidad de la solucién NaS;0,.

para el de aguas y residuales, 4500-S%°
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F ico.

1. Material y reactivos.

a)

b)

Electrodo de lon selectivo: Se empled un electrodo con las siguientes caracteristicas:
Construccion en cuerpo de Epoxy
Rango de medicion: 1.0 a 1x10°7 molar
32,100 a 0.003 ppm
Pendiente 2712 mv/década
Temperatura de trabajo: 0 a 80 °C
Interferencias: Hg"’. Hg

Ademas de el electrodo se empled un potenciometro digital marca Instrulab y un
electrodo doble union de referencia, asi como un agitador magnético

Solucién buffer antioxidante (solucion ayustadora ionica): La solucion buffer contiene:
hidréxido de sodio para mantener en una proporcién constante al sulfuro como ién s*
, a&cido ascorbico para prevenir la oxidacion del sulfuro y EDTA como agente guelante
para enmascarar a los metales pesados.

La formulacidn de la solucién es ta siguiente: Disolver sucesivamente en 500 mL de
agua desionizada (eliminar de preferencia el oxigeno disuelto con nitrégeno) B0 g de
hidroxido de sodio, 75 g de EDTA y 70 g de acido ascorbico. Enfrie la solucidn
rapidamente y afore a un litro con mas agua desionizada. Guarde ia solucién en un
envase de plastico con tapén hermético. Esta solucidn tiene un pericdo de utilidad de
2 a 4 semanas, dependiendo su exposicién al aire. Se recomienda purgar la solucién
con nitrogeno cada vez que se abre ia botella. Si la solucidon se torna de un color café
obscuro es que se ha oxidado y por o tanto debe desecharse.

¢} Solucién esténdar: El método potenciomeétrico requiere de una solucidén patrén para 1o

cual se emplea sulfuro de scdio. Disoclver 1.5 g de sulfuro de sodio nonahidratado
(Na;S+9H,0) y aforar a 100 mL. Titular la solucién con el método iodomeétrico. Una
vez conocida la concentracidn exacta de sulfuro, tomar S0 mbL con una pipeta

volumétrica y aforar a 100 mlL con sclucién butfer antioxidante. Guardar la solucién

L2l
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en una botella de plastico cerrada herméticamente. La solucién sera estable por lo
menos por una semana.
La concentracion de la solucidn estandar tendra ia mitad de la concentracion
calculada por iodometria y sera aproximadamente:

1mL de solucidon estandar = 1mg de sulfuro.
Apartir de esta solucién se deberan realizar las necesarias empleando buffer
antioxidante al 25% para aforar.

2. Procedimiento.
a) Toma de muestras: Las medicién de H,S se hace considerando el gas presente en &i

espacio libre del matraz y la proporcidén disuelta en el medio

= Medicidn de H;S gas: Se desplaza el gas presente en el matraz, con nitrégeno y
se burbujea el H;S producido durante 30 segundos en 20 mL en una solucién
buffer antioxidante al 50%.

» Medicidn de H:S disuelto: Tomar 20 mL de muestra evitando lo mas posible el
contacto con el aire y diluir inmediatamente |3 muestra 1:1 con solucidn buffer
antioxidante

b) Procedirniento analitico:

1) Lavar los electrodos con agua desionizada y secarlos con un pafiuelo de papel
desechable. Sumergir los electrodos en 50 mlL de solucién estandar en un
recipiente con un magneto para agitacién . La concentraciéon, s, de ia sofucién
estandar se debera escoger mayor que la que se espera tenga la muestra.

2) Comenzar la agitacion evitando |la formacion de un vortex, y mantener la misma
velocidad de agitacion para todas las mediciones.

3) Medir el potencial (£,). y tomar la lactura cuando se estabilice.

4) Repetir el paso 1 con una segunda concentracidn de solucién estandar, s,, la cual
debera ser menor de la que se espere tenga ia muestra y no mayor a 0.5s;.

5) Medir el potencial (£;), ¥y tomar la lectura cuando se estabilice.

6) Repetir el paso 1 con la muestra previamente diluida con Ja solucién buffer.

7) Medir el potencial (£x), ¥ tomar la lectura cuando se estabilice.
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8. Calculos:

a) Céalculo de ia pendiente de calibracién:

- E,

= -29mV
tog s,
b) Concentracién de S
Calcular ia diferencia de potencial: A= Ey - E,

Concentracion: ¢ = 2 5 x antilog (-A/ k)

¢) Cantidad de H,S producida:

mg H,S = {(7)(10".“""3"‘)::3*- (2x10°300195¢y x

donde: A = mV en la solucidn buffer.
8 = mL de solucidn buffer (20 mL).
C = mV en el medio Postgate B.
D = mL de medio Postgate B (100 mL).

25
L I i i
20 % G lh b .
t y = 7E-09exp(-0.0311x) !
15 - _— R? = 0.9988 .
= i
w H
> 10 L
!
5 i
[
-700 -680 860 540 -620 -600
mv

Figura C.2.1. Curva de

' de cor

ion de idn sulfuro en solucion buffer antioxidante.
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C.4

0.3s Ty = 2E-050xp(-0.0195x) -7*'

R? = 0.9921

0.3

0,25

st
o
N

Figura C.2.2 Curva de calibracién de concentracion de ién sulfuro en medio Postgate B



ApendicaC

TABLAS DE RESULTADOS

SELECCION DE LAS CEPAS DE TRABAJO

— N ——
DENSIDAD 8P TICA SULFATOS % DE REMOCION ‘ :fJ"‘VE“T’:J‘Z‘ é‘s?g'!l%‘&
el Sga | 10 | 5da Wda | S'dia | Wda
Odas [ 2 | S'dia | 7'dia | Waa [ 9SO j 9504 | gSosL % % g50/Lbr | 3SOA b 1950,00 he[gSO/O0 hr
1 [0234 [ 002 [ Q118 | 0015 [ OG0T [ 2371 | 198 | 20 | 94 | 5509 | 172E0) | 18308 | 2BEDH | 6550 |
._2_,;_0_ aot2] ci72 { 0c23 [ 002 [ 241 1458 hm“a ey 1072 | 151E0Y | THED4 | 17RE4 | 622ED4
3|00 [0017 | 0z [ 0013 | GUS [ 271 | 70 | 204 | 6%l | 59 | 12503 | 416E04 | 177N | TSIEM
|0 00z | 0051 | 0054 | 022 | 291 | 1964 | rd6 | 8637 | 11760 | TEGED3 | B15E04 | 61IE0A | TMEDS
§ 062|003 | oo | 0005 | 0037 | 217t | 1986 | V93 | BES | G564 | TSGEO3 | GIEGA | 44TEDA | 1 36EA |
|8 {0289 0015 | 0072 | 0319 | 0074 | 2371 | 1380 | 0630} 8% | 413 | 16060) | JT9EQ | A4AEGA | 10ZE03
71003 [ 0019 [ G177 | GO | 0135 | 2171 | 1535 | 1862 | 10911 | 1428 | TS7E03 | GREM | 2704 | 1ATEH
|8 {0256 10015 | 0165 | 0018 | 0116 | 2171 | 1816 | 1903 | 11ECd | 1252 | 210ED3 | BI2EQ4 | 22660 | 150E0A |
G618 | 0028 01%5 | 0082 | 013 | 207 | 4976 | 06 0360 | TEIELY | 420603 | 2 1IEGH | G4ED
90| T0% {0022 | 016 | 0016 | G1z5 | 2971 | 26 | TTES | GWEDL | 9GNEDH [ 1 EDA | 153E00
1] 005 ) 067} 018t | 006 | 011 | 211 | 16714 16405 | V6SEQ3 | 1MED | 1B2ELH | ZOBE-0H |
12| 0063 (0019 | 0203 | 00 | 012 | 2971 | 185 7307 | T6SEQY | 162600 | 162604 | 269604 |
190 006 | 0029 ] 0124 | 0028 | 0054 | 2971 | 1851 15450 | TTSE00 | 106ED | 262604 | Z5GEA |
1| 001 | 001 | G0z | 0082 | vz 2171 | tas7 | 185 10513 [ 226603 | 101ED) | 6 MEQ4 | {66604 |
(510103 {0032 | 0432 | 0029 | 0425 | 2471 | 19 ; AT | TGTEDY | VASEQD | ISIECH | 23N ]
16 (0015|0008 [ 0066 | 003 | 0413 § znt | 1643 12428 | 1S1E03 | B6SE04 | STBECE | 153604
T [ 3064 | 0028 | 0155 [ 0006 | 047 | 2071 | 1634 T | THEDY | T4IEQ | 151644 | Z00E4
|76 | 0095 {0020 | G065 | 0053 | o0r7 § 2071 | VsEs | 83§ BEW | Wl | 156643 | 1IEQ) | 4BIE | JOTEM |
T {0007 (G021 ] 018 | 0018 | 0028 [ 2471 | 2000 | 173 | 4ok | 20199 | GAVE4 | VATEAD | TR | 270
RCAES R P NEE 19800 | TREQY | 136E0T | 25TE0S | 246604 |
(0012 [0017 | 00%5 | 0123 | 008 | 2171 | 1€ 870 | TWEST | V27E0Y | A HECY | 2500 |
2 (000 | 005 | 0238 | 0078 { 072 | 247% ”703_3" 395 [ 1543 | SWED | SeTEG | TIEM
33 [0127 G041 | 0082 | 007 | 0% | 2171 | 2082 W00 | 9NEDE | 13903 | 198E04 | Z70EDA
f [00s7 [0tz [ o708 | oo [ 0wz ) I | 192 (Y1555 ) TTEQD | VOREDY [ 4WGEC | 17SEM |
Tabla C.1 Datos de las cepas a pH ce 5
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Apéndice C
e e,
. ACTIVIDAD ACTIVIDAD
. DE REM

DENSIDAD OPTICA sg%rflo_s. | ,DE,.,E ?LIOP{  vowwermes | especrok
Teed [T W | Tred e TR [ We | Taa | waa
2] I Taa | 1da [ Wea | gS04L | SOl [ 75041 % K3 9SO br § 9SO N [ gSC/DO K [ gSOL00 b
0228 | 7 | 0603 { 01% | 2111 | (61 143 [ 2¢) 29E03] 1026C3 | 8B4E0S | 1SIER

TR T TOE 0| I GEG | THES
[3NEEQY | 98 Da | v6iEGh | 220605
THEG | V8EQ) | 154E04 | STIEGS
TZECT | SSERY | TIGEGA | 3TIEDA
12603 | 1WEDY | 281ECA | TUIEG
TEE0Y | JICE0Y | SHEH | 220E%H
GAIEG) | 416ED3 | BEIEDA :Tsﬂ
TA | U2t | 078 | 028 TEEDT | JWESs | THEGH | 1TE ]
1670753 | 415 | 0124 | 0218 TRIEQS | VMEQS | SSIEQ | VZEGR
T 002 | 0120 | 07 | 026k | 2171 | V6 | 1727 | 71963 | 20483 | 4B1€Q3 | 132603 | 3VIEDA | VITEDH |
ot |05 | var | o1 | 2t i TREL | TRED | ACER ] IR
T 0% 613 | 0 | 63 ] 2 | 3303 | VED) | ANIEGH | BETEDS
{0 | 00%6 | 6207 | 097 | 2u1 ISEDT | ZWELS | I4TELA | T 1ER
6] 013 | 00 | 0276 | Cass | 01 TOED | SWEL) | SBEQE | F70EGH
18] 0105 | 6065 | oona | 01 | | 783E0) | VOGELY | TOSEO4 | ZOBEQH
T 03 | 0057 | 0081 | 003 [ 211 TOEG) | 176603 | S16ESH | TOTEGA
W] o3 | 0051 | 063 ¢ ogA | 2071 TWESS | TOESY | DZEGH | ST9EGH ]
W 018 [ oos | 0t | over | 2070 TI6ERT | TAEQD | 4TSEO | VSREGA |
T 0T | 6048 | 0128 | Goar | 2wt | 17 1620 [ 72063 | W% 2676403 | 1IGE0) | TEEQA | Z39ELH |
{007 [0z |62z | 03 | 2 | V%5 1 | % 15W | 3WEGY | 174E0S | J06E04 | TI6EGH
T 0116 [ 007 | 098 | beer | dvi | desr | 0| I9ES T USED [(TOEAT | SISEQ3 | SSEM | Z70EMM |
alnn 099_5_1 om _E}Aﬁ mun L] 7&7353 ie‘)é_ 113E02 S48E0) 125604 I17E04
W] TR [0 [ G | 06 | ZvT | T | 193 | 7B | TR | I20EE | 60w | ok | RN

[
10N | ot | 02w | 0258 | 2 AW ) HEi
377074 0178 | 035 | 06 -
O] ToTsz o | 055 | 06%)
s 030 [ 6% | 0% | 03
AR
7]
0
[

70193 | D1Gk [ 0288 | 0782
QHE | 0171 } 0246 | 0245

Tabla C 2 Datos de las cepas apH gz 7
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DETERMINACION DE LAS CONDICIONES DE PROCESO

Efecto de la temperatura

Remocién porcentual de sulfatos

cepa 28°C 35°C 45°C
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 0772 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 0.8986

Tabla C 3 Remocion de sulfatos o 28, 35 y 45°C

Actividad Volumeétrica (g SO/t hr)

cepa 28°C i 35°C 45°C
168 hrs 336 irs | 168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs
5 1.93E-04  1.89E-03 ! 1.20E-02 5.56E-03 | 5.95E-08 1 11E-05
7 2.34E-04 281E-03 | 7.89E-03  3.10E-03 | 7.30E-05  3.24E-04
8 9.47E-04  5.76E-04 | 8.41E-03 4.16E-03 | 2.70E-0¢ 2 57E-04
15 | 5.24E-04  2.69E-04 | T.43E-03 3.98E-03 | 1.96E-04 0.00E+00

22 8.39E-05 2.48E-03 1.03E-02 5.15E£-03 J 0.00E+00 0.00E+00

Tabla C 4 Actividades volumetncas a 28, 35 y 45°C

Actividad Especifica (g SOJ/DO hr)

cepa 28°C 35°C 45°C

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 7.2BE-04 3.20E-04 ©.83E-04 3.38E-04 1.58E-04 6.52E-05
15 6.17E-04 1.89E-04 5.38E-04 2.70E-04 1.45E-04 0.00E+00
22 6.45E-05 5.80E-04 5.59E-04 2.20E-04 0.00E+00 0.00E+00

Tabla C.5 Actividades especlficas a 28, 35 y 45°C
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Efecto de la temperatura

Remocién porcentual de sulfatos %
cepa pH S pH 7 pHB
168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs
5 8.637 9.584 82.797 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 5326 11.820
22 6.362 13.565 79.623 79.623 63.751 75.517
Tabla C.6 Remeocidn de sulfatos apH de 5, 7y 8
Actividad Volumétrica (9SO, /I hr)
cepa pH S pH 7 pH 8
168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs
5 1.58E-03 6.67E-02 1.20E-02 5.56E-03 1.55E-02 3.99E-03
7 1.87E-03 S.90E-G4 7.89E-03 3.10E-023 1.79E-02 1.81E-03
8 2.11E-GC3 8.72E-04 8.41E-03 4 16E-03 1.61E-02 1.65£-03
15 1.97E-03 1.48E-03 7.43E-03 3.98E-03 1.84E-02 557E-04
22 1.15E-03 9.44E-C4 1.03E-02 5.15E-03 1.22E-02 3.38E-03
Tabla C 7 Actividad volumétricaapHde 5, 7y 8
Actividad Especifica (gS0O, /DO hr)
pH 5 pH 7 pH B
cepa 168 hrs 336 hrs 168 hrs 336 hrs 168 hrs 338 hrs
5 4.47E-04 1.38E-04 7.79E-04 3.71E-04 5.95£-03 1.04E-03
7 2.23E-04 1.47E-04 5.30E-04 2.20E-04 8.77E-03 5.62E-04
8 2.28E-04 1.50E-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 1.108-04 5.59E-04 2.20E-04 2.71£-03 7.04E-04

Tabla C.8 Actividad especificaapHde 5 7y 8.
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Efecto de I3 concentracién de sustrato

% de Remocion

cepa | 2.17g/1 | 2.17g/t | 4.54g/t | 4.54g: | B.34g/l | B.34gn 16g/ 16q/l
168h 336h 168h 336h 168h 336h 168h 336h
5 92 80 86 07 261 428 616 282 27 23 31.75
7 61.05 47 97 0 80 17.45 0.40 1585 3357 28.09
B 6503 | 64356 | 098 | 1475 228 403 12234y | 2738
1s 5745 | 6152 | 297 834 | 348 1735 | 4955 | 32861
22 | 7862 | 7962 | 1876 | 3154 | 17.10 | 1566 | 2634 | 2041
Taola C § Remaocdn de su'tatos a adrerentes concentraciones de sulfato a 168 y 335 horas
T Actividad Volumétrica (g SO4/1 hr)
e : T ; T ;
cepas | 2.17gh | 2.17gn | 4.54g/1 | 4.54gn | 8.34gh | B.34gn | 16gn | 16gn
|_16Bh | 336n | 168h l 336h 168h 336n | 168h | 336n
§ | 1 20E-2 | 556E-3 | 7 O7E-4 { 7 654 | 304E-3 | 1 11E-3 | 2.67E-2 | 1 40E-2
7 | 7TOB9E-3 | 310E3 |2 17E4 | 2 21E-3 | 196E | 365E-3 | 317E-2 | 12462
8 8 41E-3 | 4 16E.3 | 2 66E.4 | 1 B7E-3 | 16263 | 9 26E4 | 2.08E-2 | 1 20E-2
15 | 7.43E-3 | 3.98E-3 | BOSE4 | 1.06E-3 | 1.71E-3 | 3.99E-3 | 4 67E-2 | 1.43E-2
22 1 03E-2 | 515E-3 | 5 09E-3 | 3.99€-3 | B43E-3 | 360E-3 | 2.4BE-2 | 1.29E-2
Tatia C 10 Activitad volumetiica a diterentes concentrac,ones de gsuttato a 165 y 336 horas
Actividad Especifica (g SO4/DO hr)
cepas | 2.17g/l | 2.17gN | 4.54gn | 4.54gn | B.34gn | a.3agn | 1sgn 16gh
168h 336h 168h 336h 168h 336h 168h a3sh
5 7.79E4 | 3.71E4 | 1.31E4 | 1.05E-4 | B 2164 | 1.01E-3 | 2.33E-2 | 2.49E-3
7 S_30E-4 | 2.20E-4 | 6 DAE-5 | 3 60E-4 | 9 BOE-5 | 1.22E-3 | 1.51E-2 | 4.75E-3
8 | 6.83E4 | 3.38E3 | 9B7E-5 | 5.01E-4 | 1.47E-3 | 1.2964 | 2.37E-3 | 8.60E-3
15 | 5.38E-4 | 270E4 | 2 12E4 | 1.34E4 | 3.1BE-4 | 2.85E-3 | 2.92E-2 | 8.44E-3
22 | 559E«4 | 22064 | B.19E-4 | 868BE-4 | 1 B3E-3 | 8.18E-4 | 7.63E-3 | 3.01E-3
Tabla € 11

a

es concentraciones de sulfalo a 168 y 335 horas




Apéndice C Tablas de resultados

Efecto de la solucién reductora.

“a de remocion A, Volumétrica A. Especifica
copas 100% 50% o 100% 50% 25% 100% 50% 25%
5 85 31 7079 < 9 5E-3 4. 9E-3 71E-3 5 0E-3 2 1E-3 4 OE-3
T 4 99 Bk T oo 557 AL3 | 594 1E-6 | T22 BE-6 | 242 0E-6 | 298 5E-6 | 428 3E-6
8 0 88 4136 524 98.CE-8 4 5.3 539 0E-6 | 63 0E.6 21E-3 425 1E-6
15 208 6 02 0 0C 232 7TE-S | €61 SE-6 o 176 7E-6 [ 473 3E-6 0
22 To a2 G2 64 R 10 2€-3 9 2E-3 2 SE-3 4. 3E-3 2 6E-3

Tabia C. 12 Remocidn de sulfatds, ashwviGaa voluratnca y especifica a aiferentes concentraciones de

solnGn teguctans

PRUEBAS CON COMPUESTOS ORGANOSULFURADOS

Porciento de =] Actividad
Solvente Cepa de remocion  inhibicion de  Volumeétnca Especifica
crecimiento {gSOLM hr) (@S0/DO nry
Etanol 5 522 23.52 5 51E-4 9 19E-4
Etanol 22 4.29 2127 4 53E— 5.04E4a
DMF 5 359 78 43 3.80E-4 1 S0E-*
DMF 22 6 26 52 48 6.62E-4 3 58E-4
Benceno s 0 00 8235 000 0.00
Benceno 22 023 2836 2 45E-5 2.45E-5
Testigo 5 85 30 - 9 53E-2 B 92E-3
Testgo 22 79 82 - 5.01E-3 2 51E-3

Tabla C 13 Efecto del solvente el 1a actividad de Ins cepas 5 y 22
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