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Resumen




Vi

El aumento del uso de combustibles derivados del petrdleo por el proceso de
combustidn, la liberacion de 6xidos de azufre a la biosfera, generando dafios ambientales,
estructurales y provoca serias complicaciones a la salud de la poblacion. En este
contexto, la biodesulfuracion (BDS), un proceso biocatalitico desarrollado por
microorganismos que remueven selectivamente los compuestos azufrados de las
fracciones hidrocarbonadas, representa una alternativa complementaria a los procesos
establecidos. Entre los procesos de BDS surge la inmovilizacién bacteriana por adsorcion,
la cual permite una mayor interaccion entre las fases inmiscibles, mejorando la separacion
de los compuestos de reaccion biodesulfurados y por ende, aumentando el costo-

beneficio del proceso.

En este trabajo se estudian las variables operacionales de un sistema que opera
en condiciones continuas, compuesto de un lecho formado por Rhodococcus
Rhodochrous adsorbida sobre Sepiolita. Entre las variables estudiadas se encuentran, el
largo del lecho biocatalitico, el flujo de alimentacion del sustrato sulfurado y el tamafo de
las particulas del soporte. Los resultados muestran que utilizando un largo de lecho de 5
cm se obtiene una mayor disponibilidad del oxigeno, mientras que al utilizar sistemas que
operan con flujos de sustrato de 27 cm®h y tamafio de particulas de 3,35 mm — 5,6 mm,
se aumenta el tiempo de contacto y superficie de reaccion, respectivamente. Tales
condiciones permiten obtener una mayor degradacion del sustrato sulfurado (3,96 x10™**
gaecel™®). Las modificaciones al disefio del bioreactor, permitieron aumentar la actividad
de BDS de gasoil, mediante un aumento en la incorporacién del oxigeno y la utilizacién de
agentes surfactantes.

La recuperacion del biocatalizador permite establecer que la utilizacion de un
bioreactor experimental formado por un lecho inmovilizado por bacterias, puede ser
proyectado como un proceso innovador y complementario a los procesos convencionales

de tratamiento establecidos
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The increase in the use of oil fuels generated by combustion the release to the
biosphere of sulfur oxides that generate environmental and structural damage and
produce serious complications to the health of the population.
In this context , the biodesulfurization (BDS) developed by a biocatalytic process which
selectively removes microorganisms sulfur compounds from hydrocarbon fractions is a
complementary alternative to the established processes. The bacterial immobilization
process, allow a greater interaction between the immiscible phases, improving the
separation of compounds increasing the cost -effectiveness of the process.

In this work, the operating parameters of an Experimental Continuous Bioreactor,
using Rhodococcus Rhodochrous immobilized on Sepiolite, for BDS of DBT and gasaoil,
were studied. Among the operation variables analyzed were the catalyst bed length, flow
of sulfured substrate and the support particle size. The result showed that use a bed
length of 5 cm was obtained a greater oxygen concentration, whereas to use systems
operating to substrate flow at 27 cm®/h and particles size at 3,35 mm — 5,6 mm, increases
the contact time and the reaction surface, respectively. These conditions allow obtained a
greater degradation of sulfured substrates. The improvements in experimental design of
bioreactor allow increases the BDS activity in 3,96 x10™ gsun,cel™ , through increases of

the oxygen concentration and the use of surfactants.

The recovery of the biocatalyst allows suppose that use of experimental bioreactor
formed for immobilized bacteria, can be used as an innovative and complementary

alternative to conventional treatment processes
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Introduccion




1.- Generalidades

A nivel mundial, la fuente de energia mas utilizada sigue siendo la proveniente de
combustibles fosiles y sus subproductos (Gupta y col. 2005), a pesar de que en los
tltimos afos se ha observado una disminucion en la produccion de energia debido al uso
de otras fuentes (Nuclear, Edlica, etc.). Sin embargo, la tendencia mundial de usar los
combustibles fésiles como fuente energética, sigue en aumento como se observa en la

Figura 1 (International Energy Agency Office, 2011)
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Figura 1 — Evolucién y prediccion de la demanda de energia procedente del petréleo
hasta 2030.

En Chile los datos de consumo de energia provenientes de combustibles fosiles y
otras fuentes (Camara Chilena de la Construccion, 2013), coindicen con la tendencia

mundial evidenciada (Figura 2).
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Figura 2 — Consumo de energia en Chile en TWh en 20 afios, de acuerdo a distintas
fuentes energéticas.

Debido a éstos antecedentes, las industrias petroliferas se han visto obligadas a
explotar capas mas profundas de los yacimientos petroleros, obteniendo de esta forma,
una mayor cantidad de compuestos sulfurados de alto peso molecular resistentes a los
procesos de purificacion convencionales (Bhatia y Sharma, 2010).

El contenido de azufre en el crudo varia en los diferentes yacimientos en el rango
de 0.03% en peso a valores superiores al 8%, (Rall y col., 1972), llegando en algunos
casos a un 30%, (Kropp y Fredorak, 1998).

Por otra parte, el 75% de los compuestos azufrados presentes en la bidsfera,
corresponden a la emision de particulas con azufre por la actividad humana y el 90% del
azufre presente en la forma de SO, es debido a la presencia de este elemento en el

derivado de petréleo por combustion (Monticello y Finnerty, 1985)



Los constituyentes mas importantes son compuestos organicos azufrados, pero
también hay azufre inorganico como azufre elemental, acido sulfhidrico y piritas, (Tissot y
col., 1984). De los mas de 200 compuestos organicos que han sido identificados en el

crudo se incluyen sulfuros, mercaptanos y tiofenos (Figura 3).

MERCAPTANOS
NSH TS
~_~_-SH / H
_ | 7 “sH
alquilado ciclico aromatico
PN /\
S ( )
g N
S -
dialquilado ciclico  alquiladoscicloalguilados
DISULFUROS — 5§
TIOFENOS
PN )
s OO
N O
Voo \ ) — o {:: »
alquil benzo dibenzo

Figura 3 - Estructura quimica de los compuestos organicos azufrados presentes
en el crudo.

La distribucién y cantidad de tales compuestos organicos depende de los distintos
yacimientos y de la madurez del petréleo, de forma que los mas inmaduros quimicamente
son ricos en azufre y compuestos azufrados no tiofénicos, mientras que los maduros
contienen una importante proporcion de benzotiofenos y dibenzotiofenos alquilados, de
elevado peso molecular. Debido a la presencia de los derivados benzo y dibenzotiofenos
en todos los crudos, estos compuestos representan la mayor parte del azufre contenido

en los mismos.



2.- Compuestos Sulfurados y su impacto en la Salud y el Ambiente

La combustion de compuestos en el petréleo, genera 6xidos volétiles, siendo el
mas importante desde el punto de vista ambiental y sanitario el diéxido de azufre (SO,).
Este 6xido es un reconocido contaminante atmosférico con una liberacion anual estimada
a la atmosfera de 2 toneladas de moles desde fuentes mdviles e industrias (Soleimani y
col., 2007; Doney y col. 2007).

Por otra parte, el SO, es un gas incoloro con un olor irritante caracteristico. Este
olor es perceptible a diferentes niveles, dependiendo de la sensibilidad individual, pero
generalmente se percibe entre 0,3y 1,4 ppm y es facilmente notable a 3 ppm

Este gas, puede formar sulfatos que pueden ser transportados por el material
particulado respirable (PM,o) debido a su alta higroscopicidad, formando acido sulftrico y
sulfuroso. Estas particulas acidas forman parte del material particulado fino (PM ,5), los
cuales pueden durar en la atmosfera alrededor de 3 a 5 dias.

El tamafo del material particulado, favorece que el azufre ingrese al organismo por
via inhalatoria, llegando a las vias inferiores, debido a la capacidad que tiene de
adsorberse sobre el material particulado generado. (World Bank Group, 1999). Los
problemas que causa esta molécula, se deben a su disolucion en los tractos respiratorios,
generando 4cido sulfuroso (H,SO:s), el cual desencadena los siguientes eventos adversos

(Liu y col., 2009; World Bank Group, 1999):

e Irritacion del tracto respiratorio alto y bajo

e Aumento del estrés oxidativo

e Opacamiento de la Cérnea

e lIrritacion Ocular por formacion de H,SO, sobre las mucosas humedas

e Reduccioén de la funcién pulmonar



Aumento incidencia de enfermedades respiratorias en personas susceptibles
(Asmaticos, Nifios, Ancianos)

Efectos Clastogénicos y Genotoxicos in vitro en linfocitos humanos, induciendo
aberraciones cromosomales, intercambios de cromatidas hermanas y micronucleos

(Meng y col., 2004)

Cabe destacar que las personas asmaticas son especialmente sensibles al

SO, (Nemery, 2001) y pueden reaccionar ante concentraciones tan bajas como 0.2 a 0.5

ppm.

En la Tabla 1 se presentan los efectos sobre la salud por exposicién respiratoria al

di6xido de azufre.

Limite
de Efectos Sobre La Salud
Exposicion
(Ppm)
1-5 Umbral de respuesta respiratoria al ejercicio o respiracion profunda en
individuos sanos
3-5 Facilmente detectable. Caida de la funcion respiratoria en reposo y
resistencia a la corriente de aire
5 Aumento resistencia en individuos sanos
6 Irritacién inmediata en ojos, nariz y garganta
10 Empeora la irritacién en ojos, nariz y garganta
11-15 Umbral de toxicidad por exposicién prolongada
+20 Pardlisis o muerte después de la exposicion prolongada
150 Maxima concentracién que puede ser resistida durante algunos minutos

por individuos sanos

Tabla 1 — Efectos del SO, en la salud humana de acuerdo a la exposicién en ppm



En 2012 se realizé un proyecto llamado ESCALA, en donde se observo la relacion
entre la contaminacién del aire y la mortalidad. Este proyecto fue evaluado en distintos
paises de Latinoamérica tomando como parametro a los cambios porcentuales de riesgo
(CPR), que corresponde al aumento en el riesgo de mortalidad asociado con un
incremento de 10 mg/m?® en la concentracion promedio de 24 horas de PMy,. La mayor
parte de los resultados de PM,, fueron positivos y estadisticamente significativos, en
donde se muestra un aumento del riesgo de mortalidad con el aumento de las

concentraciones en el ambiente (Romieu y col., 2012.).

En Santiago el cambio porcentual de riesgo (CPR) fue del 48%, lo que indica que la
poblaciébn puede morir por enfermedades de origen respiratorio, cardiaco vy
cerebrovascular. Cabe destacar la presencia en el ultimo tiempo de la enfermedad
pulmonar obstructiva crénica (EPOC), en donde se observé mayor riesgo de padecerla en

la ciudad de Santiago.

Por otra parte, se estudio el efecto de las concentraciones ambientales de PMy, en la
mortalidad infantil por causas respiratorias y las infecciones respiratorias bajas. Los
resultados de los meta-analisis confirman la asociacion positiva y estadisticamente
significativa entre PMy, y las causas de mortalidad en donde se observa una CPR del

77%.(Romieu y col., 2012.).

Para la mortalidad por causas especificas, el porcentaje de aumento de la mortalidad
oscila entre el 72% para la enfermedad cardiovascular y de un 2,44 % para la EPOC

(Romieu y col., 2012.).
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Estos datos vienen a confirmar lo que se iba visualizando para el afio 2010 (DEIS,
2010), en donde la tasa de mortalidad para enfermedades cardiovasculares fue de 27,73
por cada 100.000 habitantes y un 16,20 por cada 100.000 habitantes para las
enfermedades respiratorias. Especificamente para la region de Valparaiso, estas tasas
corresponden a 30,42 para las enfermedades cardiovasculares y un 9,53 para las

enfermedades respiratorias (DEIS, 2010).

Por otra parte, en condiciones humedas, el SO, forma acido sulfuroso en la atmdésfera,
generando lluvia acida o neblinas con bajo pH, lo que causa un deterioro ambiental por
acidificacion de la superficie terrestre y oceanica, causando un dafio en el ecosistema

(Doney y col., 2007; Hames y col., 2002).

Desde un punto de vista practico, los 6xidos de azufre generan una disminucién en la
vida util de convertidores cataliticos, debido al agotamiento de los catalizadores de

metales nobles que permiten el proceso. (Gupta y col. 2005; Stanislaus y col. 2010).

En este sentido, se han establecido comisiones ambientales para regular la emision

de SO,, limitando la cantidad de azufre en los combustibles.

3.- Legislacion

En vista de la gran cantidad de problemas que origina la emisién de 6xidos de
azufre, tanto para la salud humana como para el medio ambiente, muchos paises en el
mundo han establecido normas cada vez mas estrictas en cuanto al contenido maximo de

azufre en los combustibles (Monticello, 2000; Soleimani y col., 2007).



Segun datos del Gobierno de Chile, actualmente las fundiciones de cobre son la
principal fuente emisora de material particulado y compuestos azufrados. Cabe destacar
que en el afio 2010 las emisiones de dioxido de azufre de este sector industrial
alcanzaron un total cercano a las 400 mil toneladas, lo que equivale a casi cuatro veces lo
gue emite todo el parque de termoeléctricas a nivel nacional. Para el Ministerio del Medio
Ambiente es prioritario reducir las emisiones de SO,, y por tal razén, a mediados del afio
2012 se aprob6 un anteproyecto que regula la emision no solamente de SO, sino ademas

de material particulado, arsénico y mercurio (Ministerio del Medio Ambiente, 2012).

Estados Unidos y los paises de la Unién Europea han reducido en forma gradual
los niveles de azufre en los combustibles, a medida que adaptan la calidad del
combustible a los requerimientos de las nuevas tecnologias vehiculares (Bhatia y Sharma,
2010). Ademas de estas iniciativas, en materia de legislacion europea se han creado
normas contra la contaminacién atmosférica causada por las emisiones de vehiculos a

motor, las que estan en directa relacion con la calidad de los combustibles que se utilizan.

(Tabla 2)
Estados Unidos Europa
Ao Max. azufre en Ano Max. azufre en
combustible (ppm) combustible (ppm)
1975 1000 Pre-1993 1000-2000
1980 1000 1993 1000
1994 1000 1996 500
1999 1000 2000 150
2004 80(30) 2005 50(10)

Tabla 2 - Limites del azufre en la gasolina en estados Unidos y Europa
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En Chile, la Empresa Nacional del Petr6leo (ENAP), dependiente del Ministerio de
Mineria, es la encargada de la produccién y distribucion de combustibles y sus derivados.
En abril del afio 2001, ENAP lanz6 al mercado el Diésel Ciudad, reduciendo el contenido
de azufre en este combustible de 3000 a 300 ppm, y en julio de 2004, con la
comercializacién en la Region Metropolitana del Diésel Ciudad Plus, los contenidos de
azufre se redujeron desde 300 a 50 ppm. En el afio 2010, ENAP comenz6 a abastecer a
las regiones de Chile con Diésel Grado B, similar al Diésel Ciudad Plus, cuyo contenido

de azufre es de solo 50 ppm (ENAP, 2013).

El Decreto Supremo N° 60, del 5 de septiembre de 2011, publicado en el Diario
Oficial de la Republica de Chile el 17 de marzo de 2012, establece las especificaciones
nacionales de calidad de los combustibles y los limites maximos de azufre permitidos en

cada uno de ellos (Tabla 3).

Para cumplir con el Decreto 60 del Ministerio de Energia, en septiembre del afio
2012, ENAP present6 las nuevas formulaciones de gasolina 93 y 97 octanos, las que solo
tienen 15 ppm de azufre, convirtiéndose en las mas limpias de Latinoamérica, superiores,

incluso, a las comercializadas en Estados Unidos (ENAP, 2013).

Combustible Limite
Gasolina para motores de ignicion por 30 ppm (i)
chispa
Petrdleo Diesel Grado B 50 ppm
Kerosene 500 ppm (ii)
Petroleo Combustible N° 5 3,0 % m/m
Petroleo Combustible N° 6 3,0 % m/m

(i) A partir de septiembre de 2012, este valor varia a 15 ppm
(i) A partir del 2013, este valor varia a 100 ppm

Tabla 3 - Limites maximos de azufre permitidos en los combustibles (ENAP, 2013)
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4.- Hidrodesulfuracion (HDS)

Con el fin de mejorar la calidad del diésel, en las refinerias se utiliza un proceso

denominado de hidrotratamiento, el cual se divide en dos grupos (Ojeda, 2004):

1) Hidroconversion: Proceso donde ocurren cambios en la masa y estructura de
moléculas orgéanicas.
2) Purificacion: Proceso donde se produce la remocion de heterodtomos de azufre,

oxigeno y nitrégeno.

El proceso de purificacién que reviste mayor importancia en cuanto al volumen de
muestras tratadas, se denomina Hidrodesulfuracién (HDS). (Galvez, 2008). En esta
metodologia el atomo de azufre del compuesto sulfurado (S?) es reducido a &cido
sulfhidrico (H,S) mediante la utilizacion de catalizadores metalicos como Molibdeno o
Wolframio promovidos por Cobalto o Niquel, soportados sobre sélidos de alta area
superficial (como alimina, silice o sepiolita), en condiciones de altas presiones de H, y
altas temperaturas de reacciéon (Elsner y col., 2003; Shaver y col., 1996; Soleimani y col.,
2007).

Este proceso de HDS se describe a continuacién en el siguiente esquema (Elsner

y col., 2003; Shaver y col., 1996; Soleimaniy col., 2007):

Presion H, (1-20mPa) y T° (290-450°C)

Diesel + H,S —> S +H,0

Compuestos Mo, W promovidos por Co/Ni Oxidacion

Azufrados Soportados en Alumina/Silice/Sepiolita Clauss
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Si bien este proceso es efectivo en fracciones destiladas superiores del petrdleo,
en estados intermedios y los denominados “fondos de barril” existen una mayor
concentracion de moléculas sulfuradas que resultan ser muy refractarias a los procesos
normales de HDS (Soleimani y col., 2007; Stanislaus y col. 2010; Wang Yy col., 2006). Esto
requiere utilizar altas condiciones de presion y temperatura para lograr una purificacién
del diésel que esté de acuerdo con los parametros ambientales establecidos (Fletcher,
2000; PEMEX, 2008). Todo esto genera una disminucién en la vida util del catalizador y
en la calidad del combustible. En este sentido, se deben buscar alternativas que puedan
generar un mayor costo-beneficio a través de la utilizacion de nuevos procesos
alternativos o complementarios a los establecidos. (Ojeda y col. 2003; Ojeda y col., 2005;

Ojeda y col. 2008).

5.- Biodesulfuracién (BDS)

La BDS surge como una tecnologia innovadora, ya que utiliza microorganismos
capaces de remover selectivamente el &aomo de azufre de las moléculas
organosulfuradas, manteniendo la estructura de esqueleto hidrocarbonado de éstas (Gray
y col. 2003: Le Borgne y Quintero, 2003; Setti y col., 1997). Ademas, esta metodologia no
requiere condiciones extremas como en el caso de la HDS, sino que utiliza temperatura y
presiébn ambientales, disminuyendo el costo operacional (Mohebali y Ball, 2008,
Monticello, 2000). Asimismo, como los productos de reaccion no son toxicos (Sulfato o

Sulfito), no se utilizan técnicas adicionales en su eliminacion.

Entre las rutas metabdlicas que utilizan las bacterias encontramos las aerobias y
las anaerobias, siendo las primeras las mas utilizadas. Entre las rutas aerobias para

degradar el DBT se distinguen tres tipos de metabolismos (McFarland, 1998).
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El metabolismo tipo | consiste en una oxidacién parcial del compuesto azufrado sin

afectar los enlaces C-S; a este proceso se denomina degradacién, ya que no constituye
una desulfuracion propiamente tal ya que no elimina el azufre de la estructura inicial (ver
Figura 4). Esta ruta degradativa es conocida como la Ruta de Kodama, la cual consta de

tres etapas: hidroxilacion, ruptura del anillo aromético e hidrolisis (McFarland, 1998).

En el metabolismo tipo II, los microorganismos utilizan el compuesto sulfurado

como Unica fuente de azufre, carbono y energia. Aunque el azufre de la molécula es
eliminado, la estructura carbonada se ve alterada, como se observa en la Figura 4, lo que

altera la calidad calorifica del producto final (Van Affender, 1990).

Finalmente, el metabolismo tipo lll se produce en bacterias capaces de producir

una ruptura selectiva del enlace carbono-azufre sin alterar su estructura carbonada. Esta
ruta no destructiva, conocida como ruta 4S, elimina completamente el azufre de la
molécula, manteniendo practicamente intactas las propiedades del combustible (Bhatia,

O
/ DBT

2006). (Figura 5)

Me.i.:Png;m e Aletabolismo
~. Ti
~ e I
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“%_-a\"f.__,a” o
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acido 4-[2-(3-hidrow)-tionaftenil}-2-ono-3-ut=noico

’ J 0H
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Figura 4 — Esquema de los metabolismos tipo | y Il en las rutas anaerobias
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El mecanismo propuesto para la BDS (Stanislaus y col. 2010) para R.Rhodochrous

involucra 4 pasos enzimaticos consecutivos, en donde se requiere un medio aerdbico.

O 02, NADH, FMN OE,NADH FMN O
DszC DszD DszC DszD O
I

Dibenzothiophene

D|benzoth|oph ene
Sulfoxide

Dibenzothiophene

Sulfone
O3, NADH, FMN

2-Hydroxybiphenyl 503

DszC, DszD

Phenol phenyl
Sulfinate

Figura 5 — Esquema de la ruta metabdlica de degradacién de DBT o Tipo Il (4S)

Este mecanismo se plantea que los sulfatos generados son utilizados por la
bacteria para sus requerimientos metabodlicos. Mientras que el producto 2-HBP sera
excretado al medio y por su lipofilia vuelven a formar parte de la fase organica,
manteniendo las propiedades de combustible (Mohebali y Ball, 2008, Monticello, 2000).

Las enzimas implicadas en este proceso son dos monooxigenasas citoplasmaticas
(DszA y DszC), una flavin reductasa (DszD) y una desulfurinasa (DszB) (Shavandi et al,

2008).
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Si bien en el proceso de BDS un microorganismo degrada de forma Optima los
sustratos sulfurados, estos uUltimos se encuentran en una fase organica, mientras que las
bacterias estan en una fase acuosa (Ilbacache, 2008), tal como se esquematiza en la
Figura 6. En este sentido, para aumentar la biodisponibilidad de los sustratos sulfurados
se deben buscar metodologias que optimicen el proceso de a través de mejoras en la
BDS, como la inmovilizacibn de la cepa bacteriana para asegurar una Optima

desulfuracion.

\

DBT-MO
NAD- NADH-FMN |
oxidorreductasa (
i
(o) :/”02
7 BTO,-MO

(DszA)

( Desulfinasa ' HBP
(DszB)
HBP \_,
aminoacidos « S+« « S0,* .
i

- ¥ \

Figura 6 — Interaccién de BDS de DBT y R.Rhodochrous desde el punto de vista
metabdlico (Del Aguila, 2010)



16

6.- Inmovilizacion de Bacterias y su utilidad en BDS

Una alternativa que se ha desarrollado para aumentar la biodisponibilidad de los
sustratos sulfurados es utilizar bacterias inmovilizadas (Gill, 2000; Pakula, 1996). Esta
metodologia ademas permite una mayor estabilidad operacional, bajo riesgo de
contaminacién del medio de reaccion, mayor tiempo de vida del biocatalizador, mayor
interaccidon entre las fases inmiscibles y una mayor facilidad de separacion de los

productos de reaccion. (Chang y col. 2000).

Naito y col. (2001) fueron los primeros en utilizar un método de encapsulamiento
de bacterias en un material polimérico, en donde la difusién de los sustratos hacia las
bacterias y la difusibn de los productos hacia éstas ocurren a través de los poros
formados en la matriz polimérica. La composicion de esta matriz corresponde a alginatos,

gelatinas o quitosanos.

Hou y col, (2005) observaron que al utilizar cepas de Pseudomona Stuzeri UP-1
encapsuladas en alginato de sodio en la BDS de DBT, aumentaba la sobrevida de las
bacterias, generando una mayor estabilidad de la reaccion. Por otra parte, Li y col. (2005)
usando el mismo soporte y usando la cepa Mycobacterium Goodii X7B, lograron una

disminucion de la concentracion de azufre de un 69% en una muestra de combustible.

A pesar de las mejoras producidas usando esta metodologia, los principales
inconvenientes resultan ser los problemas difusionales y el impedimento estérico, que se

generan cuando las bacterias estan encapsuladas en una matriz polimérica.
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La inmovilizacion biocatalitica por adsorcion sobre un material inorganico elimina los
problemas de transferencia de masa y estéricos descritos anteriormente. Los materiales
utilizados como soportes deben ser inertes al ataque bioldgico, insolubles al medio de
cultivo y no deben ser toxicos para el microorganismo, el cual debe conservar su actividad

metabdlica (Dinamarca y col. 2010; Lee y col., 2004).

La Celita, un silicato tricalcico usado en la industria farmacéutica es uno de los pocos
materiales usados en la BDS. Hwan J. en el afio 2000, estudi6 la reaccion de BDS de
DBT y Gasoil en ciclos de 24 horas, por un proceso Batch, utilizando cepas de Gordona

sp. y Nocardia sp. Impregnadas en este soporte.

Recientemente, Dinamarca y col. (2010) estudiaron el efecto de diversos soportes
sobre la adsorcion de Pseudomona Stuzeri y su influencia en la actividad de BDS sobre
gasoil. En este trabajo se utilizaron soportes con distintas propiedades fisicoquimicas y
estructurales los cuales fueron Alumina, Silice, Sepiolita y Titania. Esta investigacion
demostrd que la adsorcién del microorganismo en el soporte esta determinada por fuerzas
de tipo electrostaticas y fisicas, las cuales son dependientes de su naturaleza y del pH
del medio. También se demostré que una alta interaccion entre la bacteria y el soporte
permite una mayor biodisponibilidad de los sustratos organicos. Finalmente se concluyé
gue los sistemas que utilizaron silice y sepiolita fueron los mas activos en las condiciones

de reaccion evaluadas.

A pesar de los avances realizados en el campo de la BDS, aun existen varios
problemas que no han sido solucionados, los que han limitado su aplicaciéon a nivel
industrial. Entre ellos se encuentran la separacion de los productos de reaccion y el
catalizador y el aumento de la biodisponibilidad de los sustratos sulfurados (Wayan y col.,

2013)
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7.- Avances en el disefio de reactores de BDS

Uno de los principales puntos de interés en el desarrollo y optimizacion de
procesos de BDS de petroleo es el disefio de reactores (Lange E., 1999; Monticello D.,
2000). La primera planta piloto fue reportada por Energy Biosystems Corp. (EBC), en la
gue se trabajé con cepas de Rhodococcus Erythropolis en un tanque reactor agitador
continto en batch, controlando las condiciones experimentales de temperatura y pH en el
proceso, a 30°C y 6-8, respectivamente. Al final del proceso se obtenia un producto, luego
se separaban las fases organica y acuosa por centrifugado. La fase oleosa se retiraba y la
fase acuosa que contenia el biocatalizador era removida bajo la forma de de sulfatos.

Para incrementar la eficiencia de la transferencia de masa entre las dos fases y
promover la actividad desulfuradora de la cepa, se producia una fina emulsion, la que a
escala industrial, no era posible de realizar, debido a que se requerian condiciones
exigentes de energia.

Con el disefio de los reactores Airlift se incrementé el uso de oxigeno, utilizando
lechos cataliticos de mayor longitud, lo que simplificaba la separacion de las fases del
producto obtenido, a diferencia de la emulsion viscosa que se obtenia con el primer
disefio, disminuyendo ademas el dafio celular y los gastos operacionales al no utilizar el
agitador (Reza M., 2004). Sin embargo, el uso de una fina emulsion para incrementar la
BDS, hace mas dificil el proceso de recuperacion del biocatalizador de la fase organica
(Yu L., 1998).

La inmovilizacion celular en un reactor para la desulfuracién del petréleo ofrece un
namero de ventajas para su aplicacion industrial comparado con un proceso tradicional

(Setti L., 1997), entre las que se encuentran:
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e Una mayor recuperacion del biocatalizador

e Un mayor incremento de la separacion de las fases aceite/agua en un 90%

e Una facil separacion del sustrato sulfurado desde el biocatalizador

e Un bajo riesgo de contaminacién bacteriana

e Una eliminacion de una cantidad menor del medio agotado después del

tratamiento.

El laboratorio nacional de Argona introdujo un reactor con lecho fluidizado en donde la
gasolina fue aireada en otra unidad afuera del reactor. El biocatalizador fue inmovilizado
en un lecho hidrofilico y fue fluidizado por gasolina oxigenada. El residuo restante fue
conducido a una ciclona solida-liquida. La gasolina tratada podria dejar totalmente la
ciclona como producto final o podria ser parciamente reciclada hacia al reactor
(McFarland, 1998).

Naito en el 2001 reportd que se podria atrapar Rodococcus Erythopolis en una
resina prepolimérica conocida como ENT-4000. Por este método no solo se mantiene la
concentracion de la biomasa en el reactor, también se podria incrementar la vida util del
biocatalizador a 900 horas. La maxima vida 0til reportada fue entre 150 y 192 horas. La
lenta tasa observada por la inmovilizacién fue atribuida a limitaciones en la difusion. Sin
embargo, como no habia agua involucrada en el proceso, la separacién fue mucho mas

facil y no fue reportada alguna injuria celular en las cepas inmovilizadas.

De todas las metodologias que utilizan reactores con bacterias inmovilizadas, el
método de adsorcién celular sobre soportes inorganicos es el mas sugerido (Setti, 1997).
Esta técnica no es limitante sobre el mecanismo de recaptura de los hidrocarburos, y de
hecho, las condiciones ideales para la biodegradacion de hidrocarburos se recuperan en
la interfase entre la fase oleosa y la superficie hidrofilica del soporte. La inmovilizacion
también retiene agua alrededor del catalizador, o que es esencial para la funcion

biocatalitica.
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Los soportes hidrofilicos pueden competir con el biocatalizador por el agua
disponible en el sistema de reaccion, especialmente cuando estos compuestos son
también reactantes en la via de degradacion del DBT. Este agotamiento completo del
agua desde el sistema conduce a una disminucion de la actividad biocatalitica. El uso de
soportes hidrofilicos permite desarrollar un proceso en el cual no se requieran de
decantadores bajo el bioreactor, ya que el agua queda atrapada en el soporte, lo que

representa una ventaja en términos de costo y tiempo.

En este trabajo se estudié la influencia de las variables operacionales de un
sistema que opera en condiciones continuas, compuesto de un lecho formado por
Rhodococcus Rhodochrous inmovilizada sobre Sepiolita, y su efecto sobre reacciones de
BDS de DBT y gasoil. Entre las variables que se estudiardn se encuentran, el largo del
lecho biocatalitico, el tamafo de las particulas del soporte y el flujo de alimentacién del
sustrato sulfurado. Por otra parte, el uso de esta tecnologia, permite disminuir la cantidad
de azufre en un en una muestra real de Gasoil en un 3,96 x10™"! gazufrecel'l, lo que se
traduce en combustibles que generan una menor cantidad de compuestos sulfurados
téxicos para el medio ambiente y para la salud de la poblacion, especialmente en zonas
urbanas de alta densidad poblacional, en donde el uso de diésel como combustible es

factor de riesgo para enfermedades cardiacas y respiratorias por estrés oxidativo.
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Hipotesis y Objetivos




22

1.- HIPOTESIS

La determinacion de las variables operacionales que controlan el proceso de BDS
en un Bioreactor Experimental Continuo (BEC), compuesto por un lecho fijo formado por
Rhodococcus Rhodochrous, inmovilizada en Sepiolita, permitirda incrementar la
biodisponibilidad de las moléculas de azufre, facilitando ademas la separacion y

recuperacion del soporte y el biocatalizador.
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2.- OBJETIVOS

2.1.- Objetivo General

» Estudiar las variables operacionales que afectan el proceso de BDS en un
biorreactor experimiental continuo, formado por bacterias inmovilizadas en
Sepiolita, estableciendo parametros que permitan obtener una mayor degradacién

de los sustratos sulfurados.
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2.2.- Objetivos Especificos

> Establecer el tiempo de crecimiento bacteriano O6ptimo de Rhodococcus
Rhodochrous en un medio de cultivo selectivo para el proceso de BDS.

> Determinar la maxima capacidad de adsorcion de Rhodococcus Rhodochrous
sobre Sepiolita.

» Evaluar la actividad metabdlica de Rhodococcus Rhodochrous soportada en
Sepiolita a través del método del Tetrazolium (TTC).

» Estudiar la influencia del largo del lecho catalitico, flujo de reaccion y tamafo de
particula del soporte Sepiolita en la BDS de DBT en un BEC.

> Determinar la actividad catalitica de BDS a una muestra de gasoil prehidratado,
utilizado los parametros optimos obtenidos.

> Analizar la influencia de la adicion de un surfactante al sustrato sulfurado en la
capacidad desulfuradora de R.Rhodochrous sobre gasoil en un BEC

» Evaluar la recuperacién de los biocatalizadores utilizados en reacciones de BDS
de gasoil utilizando un BEC.
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Materiales y Métodos
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I.- MATERIALES

1.- Equipos

Balanza Analitica Kern ple modelo 420-3N

Mufla Naber®, modelo N3 D2804 Lilenthal/Bremen

Incubador mrc, modelo LE 509

Shaker incubador N-Biotek, modelo NB-205

Vortex Velp Scientifica, modelo V 230

Autoclave Huxley® Speedy, modelo HL — 340

Mechero Bunsen

Agitador Shaker Termorregulado Companion®, modelo SK- 300
Espectrofotdmetro Thermo®, modelo Génesis 10uv

Centrifuga con refrigeracion Eppendorf®, modelo 5810R
Refrigerador Eelctrolux®, modelo FE 18

Desionizador de agua Heal Force®, modelo NW Ultra Pure Water System
Bomba peristaltica YZ Il 15

Agitador magnético Hotplate Stirrer Pobel

YV V. V V V V V V V V V V V V VY

Cromatégrafo de gases Shimadzu, modelo GC-2010 con detector FID, columna

capilar spb-5 y autoinyector AOC-20i

Y

Prensa Bodenseewerk Perkin-Elmer

Y

Bomba de aire Aquarium Air Pummp Shark RS-510

» Balon de Nitrégeno Linde.
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2.- Materiales de Laboratorio

Matraces Erlenmeyer Duran Schott (volumen variable)
Probetas de 10, 50 y 100 mL

Botellas con tapa Duran Schott® de 100, 200, 500 y 1000 mL
Tubos Falcon® de 15y 50 mL

Tubos Eppendorf®

Matraz kitasato

Kit de filtrado al vacio

Papel Filtro 388

Pinzas y tijeras desinfectadas

Puntas para micropipetas desechables

Micropipetas Labnet®, modelos p10, p20, p200, p1000 y p5000
Asa de siembra en loop

Celdas para espectrofotometria

Mangueras para Solvente Organico Cole-Palmer



3.- Reactivos

YV V V V V V V V VYV VYV V V VYV V V V V V V V VY

Citrato de Sodio p.a. (Merck®)
Succinato de Sodio p.a. (Merck®)
Etanol Absoluto p.a. (Merck®)
Etanol 70%

Glicerol p.a. (Merck®)

CaCl, p.a. (Merck®)

MgCl, x 6H,0 p.a. (Merck®)
FeCl, x 4H,0 p.a. (Merck®)
KH,PO, p.a. (Merck®)
K,HPO, p.a. (Merck®)

NH,CI p.a. (Merck®)

NaCl p.a. (Merck®)

ZnCl, p.a. (Merck®)

MnCl, x 4H,0 p.a. (Merck®)
NaMoO, x 2H,0 p.a. (Merck®)
CuCl, p.a. (Merck®)

Na,WO, p.a. (Merck®)
Isooctano p.a. (Merck®)
Dibenzotiofeno p.a. (Merck®)
Gasoil 5%
Si1203,Mgg(OH)4(H20),4 x 8H,0 (Sepiolita) Tolsa 120 NF

28
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Il.- METODOS

1.- Obtencion y Preparacién de los Materiales

1.1.- Obtencion y cultivo de R.Rhodochrous

Obtencion de la bacteria desulfuradora

En este trabajo se utilizé la cepa bacteriana Rhodococcus Rhodochrous IGT58
(ATCC 53968), la cual se obtuvo comercialmente en el American Type Cell Collection
(ATCC). Esta fue conservada a -20°C con caldo nutritivo cultivado y glicerol al 20%, para
luego sembrar en una placa de agar LB (Luria Bertani), bajo la técnica de agotamiento de
estrias, para obtener colonias bacterianas puras, que fueron usadas para preparar
preindculos. La placa se dejo crecer por 48 horas a 30°C para luego, ser conservada en

un refrigerador a 4°C.

Obtencion del preinéculo de Rhodococcus Rhodochrous

Una vez observada la aparicion de colonias aisladas en el agar LB, se procedi6 a
extraer una de estas colonias bajo condiciones de esterilidad y se vertié en un tubo falcon
de 50 mL el cual contenia 20 mL de medio LB (Luria Burtani). Con el asa de loops se
deben realizar movimientos circulares con el fin de que el microorganismo se deposite en
el fondo del tubo. Posteriormente se llevéd el preinéculo a un incubador rotatorio a una
velocidad de 200 rpm a una temperatura de 30°C por dos dias. Transcurrido este tiempo,
el preinéculo se centrifugd a 6500 rpm, a 4°C por 5 minutos, para luego descartar el
sobrenadante y completar a 30 mL con NaCl al 0,85% p/v. Finalmente se vorte6 el tubo
con el fin de dispersar el pellet de microorganismos en la solucion. Este procedimiento se
repetid tres veces con el objeto de dejar solamente las colonias de Rodococcus

Rhodochrous en la solucién.
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Curva de Crecimiento Bacteriano

Con el fin de obtener pardmetros confiables de homogeneidad de crecimiento
bacteriano en un tiempo determinado, se mide el tiempo Optimo en que la cepa
Rodococcus Rhodochrous demora en alcanzar un estado exponencial y posteriormente
un estado estacionario de crecimiento. Esta Ultima etapa es la de mayor importancia para

el estudio, ya que en éste la bacteria alcanza la mayor capacidad desulfuradora.

Como medio de cultivo se utiliz6 un Medio Minimo A (descrito en la Tabla 4)
suplementado con Citrato de Sodio 20% como Unica fuente de Carbono, Succinato de
Sodio 0,3 M como Unica fuente de energia y DBT 0,0623 M en Isooctano como una Unica
fuente de azufre. En tres matraces Erlenmeyer de 250 mL, se dispens6é 99 mL del medio
Minimo A y 1 mL del preindculo previamente lavado con NaCl 0,85% p/v bajo condiciones
de esterilidad. Posteriormente, utilizando un espectrofotémetro UV Thermo®, modelo
Génesis 10uv, se establecié bajo una longitud de onda de 600 nm, la densidad Optica
(DO) inicial, vertiendo 1 mL de la suspension en una cubeta de vidrio. Luego los matraces
con el medio de cultivo se llevaron a un incubador rotatorio a 30°C y 200 rpm.
Posteriormente, se determiné la DO cada una hora y al llegar a la hora 10 cada dos horas,
hasta notar incrementos en la DO que justifiquen el evaluar la lectura en un intervalo

menor de tiempo.



Tabla 4 — Composicion de Medio Minimo A
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KH,PO, 0,59
K,HPO, 49
NH,CI 19

NacCl 0,01g
CaCl, 0,029
MgCl; x 6H,O 0,29
ZnCl, 0,005g
MnCIZ X 4H,0 0,0059
NaMOO4X 2H20 0,0019
CuCl, 0,0005¢g
Na,WO, 0,0005g
FeC|2 X 4H20 0,0059
Agua destilada c.s.p. 1000 mL

1.2.- Crecimiento Bacteriano

Una vez obtenidos los datos de la curva de crecimiento, se procedié a preparar
Medio Minimo A, suplementado con Citrato de Sodio 20%, Succinato de Sodio 0,3 M y
DBT 0,0623 M como una Unica fuente de azufre, mas el preinéculo previamente lavado
con NaCl al 0,85% p/v, en condiciones de esterilidad. Cabe destacar que todas estas
soluciones deben ser autoclavadas antes de su uso, y para el caso de la preparacion del
medio minimo A, los metales se deben agregar después de autoclavar a una temperatura
fria para evitar la precipitacion de éstos, que podria influir negativamente en el crecimiento

bacteriano.

Posteriormente se dispensé este volumen en 15 matraces Erlenmeyer de 100 mL

en condiciones de esterilidad y se llevo a un incubador rotatorio por 48 horas.
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1.3.- Soportes En Estudio

Como soporte para la adsorcion de bacterias fue utilizado un silicato magnésico de
formula Si;,MgsOs0(OH,4)(H.0)4 x 8H,0, denominado Sepiolita el cual tiene un area Sger
de 300 m* g.

Para obtener los tamafios de particula considerados en este estudio, inicialmente
el soporte fue pastillado en una prensa mecanica Bodenseewerk Perkin-Elmer (rango de
114 y 140 kp/cm?) y posteriormente tamizado a dos rangos de tamafios de particula de
0,71 mm — 1,18 mm (rango malla 16-25) y de 3,35 - 5,6 mm (rango de malla 3 % - 6).

(Figura 7)

Figura 7 — Sepiolita (Si;2MggO30(OH,)(H.0)4 X 8H,0), luego de una calcinacion previa
a 700°C por 12 horas en los dos rangos de tamafio de particula, 0,71 mm — 1,18 mm
(rango malla 16-25) [Izquierda] y 3,35 - 5,6 mm (rango de malla 3 % - 6)[Derechal].
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Una vez obtenido el rango de tamafio de particula deseado, el soporte fue
calcinado en una mufla a 700°C por 12 horas, para posteriormente incorporarlos al
Bioreactor Experimental Continuo (BEC), de 40 cm de altura y 2 cm de diametro,
previamente esterilizado, y finalmente, el BEC y las mangueras se adaptaron junto a una

bomba peristaltica para realizar in situ el proceso de impregnacion.

2.- Ensayos Con Bacterias Inmovilizadas “in situ”

2.1.- Ensayo de Adsorcion de R. Rhodochrous sobre Sepiolita

Para realizar el ensayo de adsorcion, se depositaron en tres matraces de 100 mL,
un gramo de Sepiolita calcinada del rango de tamario a estudiar, 700 uL de NaCl al 0,85%
p/v.y 300 pL de cepa con su respectivo medio de cultivo. Estas cantidades fueron
determinadas con el fin de asegurar una DO inicial de 0,800, lo cual permite asegurar la
linealidad del ensayo. Los matraces se incubaron bajo agitacion constante a 30°C y 100
rpm, midiéndose su densidad oOptica a 600 nm cada 24 horas, hasta que el valor de la
absorbancia se mantuvo constante. Con este ensayo se determiné el tiempo 6ptimo de

adsorcion de R. Rhodochrous sobre las particulas de Sepiolita.
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2.2.- Adsorcién de R. Rhodochrous in situ en BEC

Una vez transcurridas las 48 horas de crecimiento, los matraces fueron sacados
del incubador, para su posterior lavado con NaCl 0,85% p/v, en donde el contenido fue
vertido en tubos falcon, para asi poder centrifugar la cepa a 6500 rpm, a 4°C por 5 min. El
proceso se repitio tres veces para obtener la cepa concentrada que se dejara

adsorbiendo.

Las cepas obtenidas se resuspenden en una solucion que contiene Succinato de
sodio 0,3 M, Citrato de sodio al 20% p/v, bajo condiciones de esterilidad. Después de
resuspendidas las bacterias, se procedio a realizar el proceso de impregnacion in situ de
las bacterias sobre el el lecho fijo del BEC. Este proceso se realizé sobre soportes con
dos rangos de tamafio de particula diferentes (0,71 mm — 1,18 mm y 3,35 - 5,6 mm), y
utilizando largos de lecho catalitico, (5, 10 y 15 cm). Para la impregnacion de las bacterias
en el soporte, se adapté el BEC a una bomba peristaltica Longer Pump modelo DG-1,
utilizandose un flujo constante de 600 cm®h (12 rpm). Este procedimiento se realiz6 bajo
campana, durante el tiempo determinado con anterioridad en el ensayo de adsorcion, y

bajo agitacién constante del medio. (Figura 8)

Figura 8 — Proceso de Adsorcion in situ de Rhodococcus Rhodochrous en un BEC
(izquierda), en particulas calcinadas de Sepiolita.
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2.3.- Ensayo de actividad Metabdlica de R.Rhodochrous sobre Sepiolita

Para la determinacién de la actividad metabdlica de la cepa R.Rhodochrous se
utilizé una sal de trifenil tetrazolio (TTC) como indicador de esta actividad, la cual reducira
a un compuesto cuantificable por espectroscopia de absorcion molecular de color rojo
llamado formazan a A= 490 nm. (Dinamarca M.A., 2007). Para su determinacion una cierta
cantidad de R.Rhodochrous fue adsorbida sobre sepiolita. Posteriormente, el sélido fue
filtrado con las células adheridas e incubado en la oscuridad por un periodo de 2 horas
en una solucién al 0.01 %, de TTC, en un medio de cultivo. Luego, se tomé una alicuota
de la solucién anterior y se diluye en etanol para disolver el formazan generado, el cual se

cuantifico mediante la medicion de absorbancia (Dinamarca M.A., 2007)

2.4.- Ensayos de Biodesulfuracién para DBT y Gasoil

Una vez finalizado el proceso de adsorcién in situ de las cepas, se procede a lavar
el BEC con una solucién de NaCl 0,85% p/v, para remover las células que no fueron

adsorbidas en el soporte.

Luego, los ensayos de BDS se realizaron haciendo circular por el BEC el sustrato
sulfurado (DBT) el cual fue incorporado al sistema previamente oxigenado con ayuda de
una bomba de aire. Estos ensayos se realizaron con los dos tamafios de particula, los tres
largos de lecho catalitico, y dos diferentes velocidades de flujo de los sustratos 27 cm’/h

(0,5 rpm) y 54 cm®h (1 rpm).
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Una vez que el DBT ha pasado por el lecho catalitico, se recogen muestras en
viales de vidrio al paso inicial de este y posteriormente a los 20 y a los 40 minutos,
completandose asi un primer ciclo de reaccion. Posteriormente, el sustrato ya sulfurado
se vuelve a hacer circular por el BEC por flujo laminar, y se vuelven a tomar muestras a
los 20 y 40 minutos, completandose asi un segundo ciclo de reaccion. Finalmente, el

proceso se repite hasta completarse un tercer ciclo de reaccion.

Los diferentes ensayos realizados y las variables operacionales estudiadas en la

reaccion de BDS de DBT, se esquematiza en la Tabla 5.

Flujo de Reaccion Largo Lecho Rango de tamafio
N° ensayo (cm®nh) Catalitico Particula
(cm) (mm)
27 54 5 10 15 0,71 - 3,35 -
1,18 5,6

L=
KIEIB|o|o|~|o|ua| s w(n|-

Tabla 5 - Esquema de trabajo para los ensayos de BDS en DBT. Se destaca en azul
el parametro a estudiar.

Los ensayos de BDS de gasoil fueron realizados empleando las condiciones
experimentales 6ptimas de actividad en cuanto a tamafio de particula, largo de lecho

catalitico y velocidad de flujo obtenidas en la BDS de DBT (Figura 9).




37

Figura 9 - Proceso de BDS en un Bioreactor Experimental Continuo.

2.5.- Evaluacion de la influencia del oxigeno en la BDS de Gasoil

Con el propésito de estudiar la influencia del oxigeno suministrado en las
reacciones de BDS, y con el fin de optimizar las condiciones de aireacion durante el
proceso, se realizd un ensayo en un ambiente anaerobico en las mismas condiciones

utilizadas para el ensayo con gasoil.

Para lo cual el sustrato fue incorporado en un ambiente rico en nitrégeno, el que se
suministré directamente al gasoil desde un cilindro de nitrdgeno manteniéndose un flujo

constante de 0,1 L/min.

Con el fin de mejorar la capacidad de BDS de las bacterias adsorbidas en el
soporte, se realizé una modificacion en el sistema de oxigenacion en el BEC, con el
proposito de suministrar el oxigeno directamente hacia el lecho catalitico, y no en el

sustrato.
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Como se observa en la Figura 10, se adapté una tapa al BEC con una entrada
lateral, en la cual se introdujo una manguera de silicona por la que se administro el
oxigeno. Las condiciones de trabajo fueron las mismas que se utilizaron en los ensayos

con gasoil.

Figura 10 - Modificacion estructural del BEC para favorecer la oxigenacién del lecho
catalitico.

2.6.- Efecto de la adiciéon de un surfactante

Con el objeto de aumentar la biodisponibilidad del sustrato sulfurado para las
bacterias inmovilizadas, se realiz6 un ensayo incorporando un surfactante al sistema de
reaccion. Para ello se evalud el efecto del surfactante Tween 80 el cual fue incluido
mediante una emulsion preparada bajo constante agitacién a través de un vértex con 5
mL del surfactante en 40 mL de gasoil. Esta emulsion fue incorporada al BEC, utilizando
las condiciones operacionales més activas. Una vez concluido el ensayo, las muestras
fueron centrifugadas en tubos eppendorf a 5000 rpm a 4°C en 3 minutos, para recolectar

la fase organica donde reside el azufre para su posterior medicion.
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2.7.- Reutilizacién del biocatalizador en el proceso de BDS

Para una aplicacion industrial de BDS, es importante conocer las veces en que el
biocatalizador puede ser reutilizado. Para su determinacion la reaccion de BDS de gasoll
fue realizada utilizando un sistema en las condiciones operacionales mas activas. Una vez
finalizada la reaccion fue ingresado al sistema medio de cultivo con células bacterianas
con el propésito de recuperar el biocatalizador. Este procedimiento fue repetido dos

Vveces.

3.- Determinacion de los productos de BDS

3.1.- Medici6n de las muestras

Para la determinacién cuantitativa de la capacidad biodesulfuradora, las muestras
de DBT fueron analizadas por Cromatografia Gaseosa (GC), en un Croméatografo
Shimadzu, modelo GC-2010 con detector FID, columna capilar spb-5 y sistema
autoinyector AOC-20i-s, ubicado en el Laboratorio de Catélisis del Instituto de Quimica de
la Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso, Campus Curauma. Las condiciones de
analisis fueron las siguientes: Flujo: 34 mL/min; Temperatura del inyector: 249°C;
Volumen de inyeccién: 0,5 yL; Temperatura de columna: 160°C; Presion: 243,5 kPa; Flujo

H:40 mL/min; Flujo aire: 400 mL/min; Temperatura del detector: 250°C.

Las muestras de gasoil, fueron cuantificadas en un analizador de azufre Leco S-
144 DR con detector infrarrojo, ubicado en el Laboratorio de Catdlisis del Departamento
de Quimica de la Universidad de Santiago. Este equipo consta de un horno ceramico de
alta resistencia, un detector infrarrojo. La temperatura de trabajo fue de 1350°C y los

datos fueron procesados en un sistema informatico con PC externo.
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3.2.- Expresion de la actividad de la BDS

La concentracion de bacterias presentes en el medio de reaccion es proporcional a
la turbidez del medio, y por lo tanto, también a la capacidad de dispersar un haz de luz
gue atraviesa la suspension, reflejandose en la medicién de su absorbancia (Goubin y

col., 2006)

La cuantificacion de las bacterias se realizé por espectroscopia a una longitud de
onda de 600 nm contra un blanco de suero fisiologico. Se midié la absorbancia (DOgsoonm)
de cada suspension de células diluidas 10 veces con suero fisiol6gico. Esta medicién fue
realizada 3 veces y se trabaj6 con el promedio de éstas. Se consideré un comportamiento

lineal entre 0,2y 0,8 U.A.

La absorbancia se relacion6 proporcionalmente con la concentracion de bacterias

por medio del siguiente factor de conversion:

Cantidad de bacterias = 1,20 x 10°
Absorbancia obtenida 4,25 DOsggo nm

Los resultados se expresaron como namero de bacterias por volumen de reaccién,

las cuales fueron 1 x 10° para el estado estacionario de crecimiento

Para cuantificar DBT se realiza el siguiente calculo para obtener la concentracion
de DBT en mM detectado, multiplicando el area remanente de DBT obtenida en los
ensayos por la concentracién de la solucién de DBT en mM (62,3), dividido por el area

obtenida para el blanco.
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Posteriormente se calcula la concentracion de DBT consumido, restando la
concentracion de la solucién de DBT (62,3 mM) de la concentracion de DBT en mM

detectada.

Para obtener l0s ga.urecel™, se debe traspasar a gramos y miligramos de DBT de
acuerdo al peso molecular de éste (184,25 g/mol), para luego obtener 10S Qazufre
consumidos, relacionando el peso molecular del azufre (32 g/mol) y el DBT. Finalmente
para obtener 0S QaumeCel™ se debe dividir 10S gaume consumidos, con la cantidad de
soporte con célula obtenida con el valor descrito anteriormente y la masa del soporte

SecCo.

Para cuantificar Gasoil, se debe restar 10S ga.ure Obtenidos en la muestra original

(blanco), con los gazure €NContrados en los ciclos, para obtener 10S gazuire CONSUMIMOS.

Finalmente para obtener la capacidad desulfuradora expresada en gazufrecel'l, se
debe dividir 1os gazure CONsumidos, con la cantidad de soporte con célula obtenida con el

valor descrito anteriormente y la masa del soporte seco que se quiere evaluar.
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Resultados
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1.- CURVA DE CRECIMIENTO DE RHODOCOCCUS RHODOCHROUS

En la Figura 11 se observa el aumento de la densidad poblacional, a través del
tiempo de la cepa R.Rhodochrous en el medio minimo A en condiciones de temperatura y
agitacion adecuada para su crecimiento Optimo. En dicha figura se relaciona el nimero de

células por mL de cultivo x 10 con el tiempo de crecimiento en horas.
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Figura 11 - Curva de Crecimiento para R.Rhodochrous, en Medio Minimo A,
incubada a 48 horas, a 30°Cy a 200 rpm.

Los resultados obtenidos indican que dentro de las 12 horas transcurrida la
incubacién de la cepa, ésta permanece en un estado de latencia, en donde el nUmero de
células se mantiene constante, no existiendo crecimiento bacteriano. Dentro de las 15 y
27 horas transcurridas, se observa un incremento en el nimero de células, alcanzando a
las 30 horas la etapa estacionaria de crecimiento, tiempo en el cual la célula esta
metabdlicamente activa. En vista de estos resultados el tiempo de crecimiento de las

bacterias para ser utilizadas en los ensayos de actividad fue de 30 horas.
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2.- ADSORCION DE RHODOCHROUS RHODOCOCCUS SOBRE SEPIOLITA
La Figura 12 muestra las curvas de adsorcion de la cepa R.Rhodochrous sobre
sepiolita, utilizando dos rangos de tamafios de particula (3,5 mm — 5,6 mm y 0,71 mm —

1,18 mm).
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Figura 12 — Capacidad de adsorcién de Rhodococcus Rhodochrous sobre
Sepiolita sobre particulas de tamafio 0,71 mm - 1,18 mmy 3,35 mm — 5,6 mm.

Los resultados muestran que a ambos tamafios de particula la saturacion de la
superficie ocurre a un tiempo cercano a las 36 horas. No obstante, al utilizar soportes con
un tamafio de particula de 0,71 mm — 1,18 mm existe una mayor adsorcién, alcanzandose
un maximo de 2,17 x 10® bacterias adsorbidas por gramo de soporte, en comparacion a
las particulas de tamafio de 3,35 mm — 5,6 mm, en donde la maxima cantidad de

bacterias adsorbidas por gramo de soporte fue de 1,85 x 10°.
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3.- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD METABOLICA DE RHODOCOCCUS
RHODOCHROUS SOBRE SEPIOLITA
La Figura 13 muestra los valores de actividad metabdlica de R.Rhodochrous

sobre sepiolita al tiempo inicial de adsorcién y luego de 24 horas.
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Figura 13: Actividad metabdlica de R.Rhodochrous sobre Sepiolita luego de la
formacién de formazan a tiempo cero y a las 24 horas luego del proceso de
adsorcion.

Los resultados obtenidos muestran que R. Rhodochrous se mantiene
metabdlicamente activa cuando se inmoviliza sobre sepiolita. No obstante, esta actividad
disminuye de un valor de 0,87x10™° a tiempos iniciales a un valor de 0,20 x 10 luego de

24 horas de adsorcion.
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4.- ENSAYOS DE CAPACIDAD DESULFURADORA EN DBT

4.1 - Influencia del largo de lecho catalitico sobre la capacidad biodesulfuradora

La Figura 14 muestra los resultados de actividad de BDS de DBT realizados en
sistemas con diferentes largos de lecho catalitico (5, 10 y 15 cm), con un flujo de sustrato

constante de 27 cm®/h y un rango de tamafio de particula de 3,35 mm — 5,6 mm.
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Figura 14 — Capacidad de BDS sobre DBT en funcién del largo de lecho catalitico,
utilizando un sistema con tamafio de particula de 3,35 mm — 5,6 mm y un flujo de
reaccion de 27 cm?/h.

Los valores de capacidad de biodesulfuracibn muestran inicialmente una
disminucibn en la degradacion de DBT a medida que transcurre la reaccion,
observandose una mayor actividad cuando el sustrato pasa inicialmente por el lecho. Tal

comportamiento fue observado en los tres lechos biocataliticos estudiados.
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Cuando se compara la actividad en los sistemas con diferentes largos de lecho se
puede apreciar una mayor degradacion de DBT a lechos menores. En este sentido el
méaximo de actividad fue observado en sistemas que utilizaron un largo de 5 cm con un
valor de 6,95x10™" g..uecel™ a tiempos iniciales, mientras que para un largo de lecho de

15 cm el valor maximo fue de 0,78x10™ gaurecel™.

4.2.- Influencia del Flujo de Reaccion sobre la Capacidad Desulfuradora

La Figura 15 muestra la influencia del flujo de reaccion sobre la capacidad de BDS
de DBT, cuando se comparan los sistemas con diferentes largos de lecho catalitico (5, 10
y 15 cm), con un rango de tamafio de particula de 3,35 mm — 5,6 mm y dos flujos de

sustrato 27 cm*h y 54 cm®/h.
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Figura 15 - Capacidad de BDS en funcion del largo de lecho catalitico,
utilizando un sistema con ambos flujos de reaccion y tamafio de particula de 3,35
mm —=5,6 mm.
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En general, los resultados obtenidos indican que la utilizacion de sistemas con
flujos de reaccion de 27cm®h producen una mayor capacidad de biodesulfuracion que los
operados con flujos mayores (54cm?/h). Esta mayor degradacion se maximiza cuando se
utilizan largos de lechos de 5 cm, observando un valor de 6,95x10™" g..uiecel™ a tiempos
iniciales a un flujo de 27 cm®h y de 5,92x10™" g..iecel* a 54 cm®h. La utilizacién de

lechos mayores muestra una similar tendencia pero con valores de actividades mas bajas.

En este sentido, para un sistema con un largo de lecho de 15 cm se observé un
maximo de actividad de 0,78 x10™ ga.urecel™ a flujos de 27 cm®h, mientras que a flujos

mayores el valor disminuye a 0,51 x10™" gaurecel™.

La comparacién de sistemas que utilizaron distinto flujos y un tamafio de
particulas menor (0,71 mm — 1,18 mm), muestra que sélo a lechos menores se aprecian
diferencias significativas en los valores de actividad (Figura 16). Los maximos observados
fueron de 4,29 x10™*® g..urecel™ a un flujo de 27 cm?®h, y de 2,88 x10™ gaurecel™ al flujo
mayor. En sistemas que utilizaron largos de lechos mayores se puede observar un similar

grado de degradacion de DBT, en ambas condiciones de flujos.
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Figura 16 — Capacidad de BDS en funcion del largo de lecho catalitico, utilizando un
sistema con ambos flujos de reaccién y rango de tamafo de particula de 0,71 mm -
1,18 mm.

4.3.- Influencia del Tamafio de Particula en la Capacidad Desulfuradora

Los resultados de actividad de BDS de DBT realizados en sistemas con diferentes
largos de lecho catalitico (5, 10 y 15 c¢m), con un flujo de sustrato de 27 cm®h y dos
rangos de tamafio de particula de 3,35 mm — 5,6 mmy 0,71 mm — 1,18 mm, se muestran

en la Figura 17.
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Figura 17 — Comparaciéon de la capacidad de BDS en funcion del largo de lecho

catalitico, en sistemas con ambos tamafios de particulay un flujo de reacciéon de 27
3

cm’/h.

La comparacién de resultados descritos en la Figura 17, demuestra que la mayor
degradacion del DBT se obtiene cuando se usan sistemas con un tamafio de particulas de
3,35 mm - 5,6 mm, independiente del largo de lecho utilizado. Sin embargo, los maximos
de actividad se observan a cuando la longitud del lecho es de 5 cm (6,95 x10™*"  gaurecel™
a tamafio de particulas de 3,35 mm — 5,6 mm y de 4,29 x10™" ga..uecel’ a tamafios de
0,71 mm — 1,18 mm). Esta diferencia también es observada cuando se utilizan lechos de
10 cm donde el valor maximo de actividad a tiempos iniciales fue de 1,88 x10™ gaurecel™
a tamafios menores, mientras que a tamafios de 0,71 mm — 1,18 mm el valor fue de
1,03 x10™ gaumecel™. No obstante, cuando los sistemas utilizan el lecho de méaxima
longitud estudiado, se observa una menor influencia del tamafio de particulas sobre la

actividad de BDS de DBT.
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Cuando ahora se compara la influencia del tamafio de particulas en sistemas que
utilizaron un flujo de sustrato de 54 cm®h (Figura 18), se puede observar que solo existen
diferencias significativas en los sistemas que utilizaron lechos menores. En este sentido,
el maximo de actividad observado a un tamafio de particula de 3,35 mm — 5,6 mm fue de
5,92 x10™ gaumeCel™ a tiempo inicial y largo de 5 cm, mientras que en las mismas
condiciones pero con un tamafio menor fue de 2,88 x10™ ga.mecel’. En sistemas con
largos de lechos mayores se puede observar que la degradacion del DBT es

independiente del tamafio de particulas utilizado.
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Figura 18 — Comparacién de la capacidad de BDS en funcion del largo de lecho

catalitico, en sistemas con ambos tamafios de particula y un flujo de reaccién de 54
3

cm’/h.
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5.- ENSAYOS DE CAPACIDAD DESULFURADORA EN GASOIL
Para los ensayos con un gasoil comercial prehidratado, fueron utilizadas las
condiciones operacionales que generaron una mayor degradaciéon del DBT, en lo que

respecta a flujo de sustrato y tamafio de particulas.

Los resultados de la actividad de BDS de gasoil en sistemas con diferente largo de
lecho catalitico (5, 10 y 15 cm), con un flujo de sustrato constante de 27 cm®h y un

tamafio de particulas de 3,35 mm — 5,6 mm, se muestran en la Figura 19.
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Figura 19 — Capacidad de BDS sobre gasoil en funcion del largo de lecho catalitico,
utilizando un sistema con tamafio de particula de 3,35 mm — 5,6 mm y un flujo de
reaccion de 27 cm?/h.

Los resultados en general indican que la capacidad biodesulfuradora de gasoil, al
igual que la observada para DBT, es dependiente del tiempo de reaccion y del largo del
lecho catalitico. La mayor degradacion fue obtenida en sistemas que utilizaron un largo de
lecho de 5 cm y a tiempos iniciales de reaccién, con un valor maximo de actividad de

3,96 x10™ gazumecel™.
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7 Tamafio Soporte 3,35 mm - 5,6 mm
Flujo Alimentacion 27 cm’h
Largo Lecho: 5¢cm
[ Control
Primer Paso
5 EZA Ciclo 1
Ciclo 2
[ cCiclo 3

Capacidad de Biodesulfuracién
Gramos de Azufre x cél™ (x10™)

BDS de DBT BDS de Gasoil

Figura 20 — Capacidad de BDS sobre y Gasoil, utilizando un sistema con tamafio de
particula de 3,35 mm = 5,6 mm, largo de lecho catalitico de 5 centimetros y flujo de
reaccion de 27 cm?/h.

Cuando se comparan los maximos de actividad de BDS obtenidos para DBT y
gasoil, en las mismas condiciones de operacion (Figura 20), se puede apreciar un mayor
grado de degradacion en todo el tiempo de reaccion cuando se utilizan moléculas
modelos como sustrato sulfurado. De acuerdo a los resultados descritos en la Figura 20
se puede apreciar que el maximo valor de capacidad de BDS de DBT observado a
tiempos iniciales fue de 6,95 x10™ gauecel®, mientras que para el gasoil fue de

3,96 Xlo_ll gazufrecel-l.
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6.- INFLUENCIA DEL OXIGENO EN LA CAPACIDAD BIODESULFURADORA DE
GASOIL

Para la determinacion de la importancia del oxigeno en la reaccion de
biodesulfuracion en condiciones continuas, se realizO un ensayo en condiciones
anaerdbicas, utilizando las condiciones operacionales de méxima actividad y al gasoil
como sustrato sulfurado. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 21, en donde
se observa una disminucion en la degradacion de DBT cuando se trabaja en condiciones
de baja concentracion de oxigeno. La comparacion de los maximos de actividad muestran
un valor de 6,26x10™* gazufrecel'1 en condiciones aerébicas mientras que para el sistema

operado en condiciones anaerébicas se observa un valor de 0,55x10™ gaurecel™.

Tamario de Particula: 3,35 mm - 5,6 mm
6 Largo de Lecho: 5cm
Flujo Reaccion: 27 cmh

. Control
Primer Paso
[ZZ Ciclo 1
24 Ciclo 2
[ciclo 3

Capacidad de Biodesulfuracién
Gramos de Azufre x cél™ (x10™)

Normal Sistema en Oxigenacion
Condiciones directa al
Anaerdbicas Lecho Catalitico

Figura 21 — Capacidad de BDS sobre gasoil utilizando un sistema con tamafio
de particula de 3,35 mm - 5,6 mm, largo de lecho catalitico de 5 cm, flujo de
reaccion de 27 cm®h en condiciones normales, condiciones anaerobias y con
oxigenacion directa al lecho catalitico



55

Para aumentar la cantidad de oxigeno disponible en el lecho catalitico, se realizd
una modificacion operacional al bioreactor. Los resultados de este ensayo se muestran en
la Figura 21, en donde se observa que la actividad de BDS de gasoil aumenta en todos
los ciclos de reaccion, en comparacion con un sistema normal. Este aumento en la
degradacion fue de un 63,26 % al comparar los maximos de actividad operados en ambas

condiciones de oxigenacion.

7.- EFECTO DE LA ADICION DE UN SURFACTANTE EN LA BDS DE GASOIL

Para evaluar el efecto que tiene la adicién de un surfactante al medio de reaccion,
se realiz6 un ensayo donde fue agregado Tween 80 a un sistema operado en las
condiciones operacionales de maxima actividad. Los resultados mostrados en la Figura
22, muestran que la adicion de un surfactante mejora el rendimiento de Ila

biodesulfuracién en comparacion a un sistema normal, en todos los ciclos de reaccion.

Tamario Soporte 3,35 mm - 5,6 mm ] antrol
6 - Flujo Alimentacién 27 cm’h ez Primer Paso

:g :: Largo Lecho: 5cm g:z:g;
8% 5 [ Ciclo 3
S
£ 77
28 o
- ;
o =
28 5l % 4 72
z s / |
S 8 i / '// /
e’ 7 7
88 7 7
© / / / /
| /
| P
7 /// 7
0- /
Normal Tween 80 0,5%

Figura 22 — Capacidad de BDS sobre un emulsionado de gasoil utilizando Tween 80
al 0,5%, comparado con un sistema normal de BDS sobre Gasoil, en un sistema con
tamafo de particula de 3,35 mm - 5,6 mm, largo de lecho catalitico de 5 cm vy flujo
de reaccion de 27 cm®h
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Se observa un incremento en la capacidad biodesulfuradora, desde un valor de
3,96 x10™*" gaurecel™, para un ensayo normal de gasoil a un valor de 4,69 x10™** gaurecel™,

con la adicion de un surfactante, al comparar los maximos de actividad.

8.- REUTILIZACION DEL BIOCATALIZADOR Y SU EFECTO EN LA BDS.
La evaluacion de la recuperacion del biocatalizador fue realizada utilizando las
condiciones operacionales de maxima actividad y al gasoil como sustrato sulfurado. Los

resultados son mostrados en la Figura 23.

7,0

6,51 Gasoil

6.0 Tamafio Soporte 3,5 mm - 5,6 mm
Flujo Alimentacion 27 cm’h
5,54 Reutilizacion Biocatalizador

5,04

45 228 Primer Paso
@z ciclo 1
4,0 [EZZA Ciclo 2

3,54
3,04
2,54
2,04
1,54
1,0 1

Capacidad de Biodesulfuraciéon
Gramos de Azufre x cél™ (x10™)

0,54
0,0 =

1 2 3

NUmero de Ensayos

Figura 23 — Capacidad de BDS sobre Gasoil en condiciones contintias de operacion,
en un sistema con tamafio de particula de 3,5 mm — 5,6 mm, largo de lecho catalitico
de 5cm y flujo de reaccién de 27 cm?/h.

Los resultados muestran inicialmente que el catalizador se recupera luego de la
primera y segunda reaccién. Sin embargo se puede apreciar que la actividad biocatalitica
disminuye luego del proceso de recuperacion. Al comparar los maximos de actividad se
observa una disminucién desde un valor de 3,87 x10™! gazufrecel'1 en la primera reaccion,
a un valor de 2,21 x10™*" ga.uecel™ en la segunda reaccion, y finalmente a 2,02 x10™*

gazufrecel'l en la reaccion final.
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Discusiones
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1.- CURVA DE CRECIMIENTO DE RHODOCOCCUS RHODOCHROUS

El medio utilizado para el crecimiento de la cepa R. Rhodochrous resulto eficaz
para la obtencion de la cepa en estudio. Este medio minimo A, fue suplementado por tres
elementos basicos, Citrato como fuente de carbono, Succinato como fuente de energia y
Dibenzotiofeno, como fuente de azufre. Los primeros dos elementos descritos
anteriormente, brindan a la cepa, las condiciones necesarias para poder potenciar el
metabolismo oxidativo y entregar un precursor de las moléculas organicas necesarias
para la asimilacion de los hidrocarburos derivados del petréleo. Por otra parte, la adicién
de DBT como Unica fuente de azufre, radica en que este es el compuesto azufrado
recalcitrante a la HDS mas abundante presente en el petréleo, por lo que se emplea como
una molécula modelo, tanto para la utilizacién en el crecimiento de la cepa, como en los
ensayos de BDS. El medio minimo A, contiene en su composicion, la minima cantidad de
nutrientes (micronutrientes) que necesita la bacteria para su existencia. Los metales
necesarios en forma de sales, son Utiles para el metabolismo, ya que actian como
cofactores en procesos enzimaticos vitales para la bacteria y en este caso, para el

proceso de BDS.

Al observar la curva de crecimiento de R. Rhodochrous en funcién del tiempo de
incubacién mostrada en la Figura 11 (pag. 43), se observa una fase de latencia hasta
aproximadamente las 10 horas, en donde si bien no hay variaciébn en el namero de
células, estas se encuentran activas sintetizando enzimas para su adaptacion en el medio

de cultivo evaluado.
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A partir de las 15 horas de incubacion, se observa una fase de crecimiento
exponencial o logaritmica, en donde la velocidad de crecimiento es constante, es decir,
los microorganismos se dividen y su numero se duplica a intervalos regulares de tiempo.
Durante esta fase, la poblacion es muy uniforme en cuanto a sus propiedades quimicas y
fisiologicas, aumentando considerablemente su actividad metabdlica. Aproximadamente a
las 30 horas, el cultivo alcanza una fase estacionaria, en donde el numero total de
microorganismos viables permanece constante con respecto a los microorganismos
muertos. En esta fase la cepa mantiene su actividad metabdlica, pero de forma lenta
comparado a la etapa exponencial de crecimiento, desarrollando toda la maquinaria
enzimética necesaria para poder crecer en caso de falta de nutrientes. En este sentido,
las reacciones de BDS fueron realizadas con células que crecieron hasta el estado
estacionario, debido a que en estas condiciones todas las enzimas y cofactores estan
protegidos por la integridad estructural de la bacteria. Esto evita la interaccién con el
exterior, en donde éstos pueden sufrir procesos degradativos, generando una pérdida de
la capacidad desulfuradora bacteriana. Por otra parte, las células en estado estacionario
permiten un facil sistema de transporte, en donde las sustancias como DBT pueden
ingresar y ser utilizadas para obtener nutrientes, o la salida de productos de degradacién

durante la BDS (Del Aguila, 2010).

Si bien, se ha tratado de usar células en un estado exponencial, teniendo como
antecedente ventajoso el mantenimiento de una actividad celular, en contraste con células
en fase estacionaria, siguen existiendo problemas en cuanto a una menor velocidad de
BDS y un menor rendimiento del proceso (Soleimani y col., 2007), asi como la posible
inhibicion del biocatalizador a causa de los productos finales de la reaccién (Nekodzuka y
col., 1997). Debido a estos problemas y dificultades es que se prefiere trabajar con células

en etapa de reposo.
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2.- ADSORCION DE RHODOCHROUS RHODOCOCCUS SOBRE SEPIOLITA

Los resultados de adsorcion de R. Rhodochrous sobre sepiolita mostrados en la
Figura 12 (pag. 44), indican que este microorganismo se inmoviliza de manera eficaz
sobre este soporte, alcanzando una saturacion total de su superficie a las 36 horas. A
pesar de que estos ensayos fueron realizados en sistemas Batch, se utilizé este tiempo

para el proceso de inmovilizacion in situ en el BEC.

Por otro lado, se puede observar una dependencia de la capacidad de adsorcion
de R. Rhodochrous con el tamafio de la particula, encontrandose un mayor grado de
inmovilizacion en tamafios menores (0,71 mm - 1,18 mm). Esta diferencia observada se
puede deber a la presencia de una mayor cantidad de particulas presentes en el medio,
cuando se trabaja con particulas menores, lo que se traduce en una mayor cantidad de

sitios disponibles para la adsorcion de los microorganismos.

En relacién a los mecanismos de adsorcion que ocurren durante el proceso de
inmovilizacion de la célula sobre la superficie del soporte, se ha establecido en estudios
anteriores que los mecanismos que operan son una combinacién de interacciones de tipo
electroestaticas e hidréfobas (Dinamarca y col., 2010). Para el caso especifico de la
adsorcion de R. Rhodochrous sobre sepiolita, el proceso de impregnacion se realizé a un
pH del medio en donde las bacterias y los soportes presentan una carga superficial
negativa, razén por la cual las interacciones de tipo hidrofébicas explicarian la

inmovilizacion de estas cepas.
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3.- EVALUACION DE LA ACTIVIDAD METABOLICA DE RHODOCOCCUS
RHODOCHROUS SOBRE SEPIOLITA

La evaluacion de este parametro fue realizada con el objeto de determinar si la
cepa R. Rhodochrous permanece metabllicamente activa cuando se encuentra
inmovilizada sobre sepiolita. Los resultados mostrados en la Figura 13 (pag. 45)
demuestran que luego de 24 horas de adsorcion las bacterias permanecen activas. Esto
asegura que en el periodo de tiempo que duran los ensayos (aprox. 2 horas) esta cepa
puede metabolizar en forma eficaz a las moléculas sulfuradas presentes en el gasoil o

DBT (Galvez, 2008).

4.- ENSAYOS DE CAPACIDAD DESULFURADORA EN DIBENZOTIOFENO (DBT)
Como fue establecido en los antecedentes de este trabajo uno de los principales
problemas en los procesos de hidrotratamiento, es el contenido de compuestos
recalcitrantes presentes en el crudo. Esto conlleva a la utilizaciéon de metodologias que
producen una baja en la calidad de los combustibles. En este sentido, en los ensayos de
nuevas técnicas de desulfuracion se hace necesario trabajar con moléculas modelos que
tengan un caracter recalcitrante. Es por tal motivo, que en este trabajo se utilizé DBT, el
cual es un compuesto que se encuentra en una alta concentracion en los crudos que son

hidrotratados.

Los resultados de actividad obtenidos en las diferentes evaluaciones de los
pardmetros operacionales, muestran una disminucién en la degradacion de DBT y del
gasoil con el tiempo de reacciéon. Tal comportamiento se puede explicar debido a una
disminucién en la actividad metabdlica de los microorganismos adsorbidos en el lecho del
BEC, lo cual fue establecido en trabajos previos (Dinamarca, 2010). Asimismo, el
agotamiento del sustrato sulfurado debido a su degradacion por parte de las bacterias

ocasionaria una disminucion en la capacidad de biodesulfuracién (57,1%).
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Por otra parte, los productos de reaccion que resultan en la degradacion de los
sustratos sulfurados pueden estar modulando la actividad enzimatica relacionada a la
capacidad desulfuradora de R. Rhodochrous, lo cual se incrementa a medida que estos

se acumulan al transcurrir la reaccion.

4.1- Influencia del largo de lecho catalitico sobre la capacidad biodesulfuradora

Los resultados descritos en la Figura 14 (pag. 46) muestran que la actividad de
BDS de BDT es dependiente del largo del lecho catalitico utilizado. En este sentido,
lechos menores generaron la mayor actividad biocatalitica en todos los ciclos de reaccion.
Las razones de este comportamiento se deberian a la disponibilidad del oxigeno en el
BEC, la cual seria mayor en lechos mas cortos. La presencia de este compuesto en el
medio de reaccion es vital para que las bacterias puedan metabolizar a las moléculas
sulfuradas. En el caso de lechos largos la menor actividad estaria referida a un déficit en
la concentraciéon de oxigeno, disminuyendo por lo tanto la capacidad de biodesulfuracion

del DBT.

Otra explicacién puede estar referida a que en lechos mayores se produciria una
mayor concentracion de los productos de reaccion de BDS, lo que ocasionaria la

disminucion en la actividad biocatalitica por una toxicidad acumulativa.
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4.2.- Influencia del Flujo de Reaccion sobre la Capacidad Desulfuradora

Los resultados de la evaluacién de la influencia del flujo de sustrato sobre la
actividad de BDS de DBT (Figura 15; pag 47), muestra que los sistemas que fueron
operados a un flujo de 27 cm®h, fueron mas activos en la degradacién del sustrato
sulfurado. Esto se debe a un incremento en el tiempo de contacto entre las bacterias
adsorbidas y el DBT, permitiendo aumentar el paso del sustrato sulfurado desde la fase
organica a la superficie del soporte. Tal efecto fue observado en todos los ciclos de

reaccion y en todo el transcurso de la reaccion.

Cuando ahora se comparan los flujos de sustrato en sistemas que utilizaron un
tamafno de particulas menores (Figura 16, pag.49) se puede apreciar que sélo en lechos
cortos se observan diferencias apreciables. Luego cuando son utilizados lechos mayores
gue 10 cm la actividad seria constante e independiente de cualquier variable operacional.
En este sentido, la combinacidon de condiciones no favorables para la BDS de DBT

(lechos largos y tamafios de particulas pequefos) seria la causa de tal comportamiento.

4.3- Influencia del Tamafio de Particula en la Capacidad Desulfuradora

El andlisis de la influencia del tamafio de la particula del soporte sobre la actividad
de BDS de DBT, descrita en la Figura 17 (pag 50), muestra que en todos los ciclos de
reaccion y en los diferentes largos de lechos, se observa una mayor actividad (40%)
cuando se utilizan rangos de tamafios mayores de particula (3,35 mm — 5,6 mm). Esto
demostraria que para la reaccion de BDS en un bioreactor de lecho fijo, se necesitan
particulas grandes que dispongan de una mayor superficie para que las bacterias puedan
interaccionar con el sustrato sulfurado. Esto supone que la capacidad de adsorcién no es
un parametro que condicione la actividad de BDS en sistemas continuos que utilicen

bacterias inmovilizadas.
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Adicionalmente, la disposicién que adoptarian las particulas de tamafio mayor en
el bioreactor, generarian una mayor cantidad de espacios intraparticulares en el lecho
biocatalitico, lo que produciria una mayor difusion del oxigeno, favoreciendo la

metabolizacién del sustrato sulfurado.

Al determinar la influencia del tamafio de las particulas del soporte utilizando un
flujp de sustrato de 54 cm®h (Figura 18, pag. 51), se observan soélo diferencias
apreciables en la actividad al utilizar lechos menores. Las razones de tal comportamiento
estarian basadas, al igual que la evaluacion de la influencia del flujo de sustrato a
tamafos menores de particulas, en una combinacién de condiciones no favorables para la

BDS, que en este caso serian la utilizacion de lechos largos y flujos altos.

5.- ENSAYOS DE CAPACIDAD DESULFURADORA EN GASOIL

Para las reacciones de BDS de gasoil se utilizaron los pardmetros operacionales
gue generaron una mayor degradacién del DBT, lo cual se basa en el hecho de que este
compuesto se encuentra presente en una alta concentracion en el gasoil (4700 ppm). Las
condiciones seleccionadas fueron la utilizacion de diferentes largos de lecho catalitico (5,
10 y 15 cm), un flujo de sustrato constante de 27 cm®h y un rango de tamafio de particula

de 3,35 mm - 5,6 mm.

En general, es posible observar en la Figura 19, (pag. 52) que el bioreactor
disefiado por un lecho catalitico compuesto por bacterias inmovilizadas sobre sepiolita, es

un sistema eficaz para la degradacién de muestras reales de petréleo.

Asimismo, los resultados de actividad de BDS de Gasoil muestran un similar
comportamiento al observado en la degradacion biocatalitica de DBT, es decir, una

dependencia de la actividad con el tiempo de reaccidn y con el largo del lecho catalitico.
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Sin embargo, comparando los resultados obtenidos con DBT, se observa una
disminucion de la capacidad desulfuradora, en todos los ciclos de reaccién y largos de
lechos estudiados. Esto es debido principalmente a la compleja composicion del gasoil, en
donde existe una alta cantidad de compuestos recalcitrantes que el microorganismo debe
desulfurar, usando vias alternativas de degradacion que pueden ser toxicas para la célula.

(Rojas, 2011).

6.- INFLUENCIA DEL OXIGENO EN LA CAPACIDAD BIODESULFURADORA

Para determinar la influencia del oxigeno en la reaccién de BDS de gasoll
utilizando un bioreactor disefiado por un lecho catalitico compuesto por bacterias
inmovilizadas sobre sepiolita, se determiné realizar un ensayo en condiciones
anaerobicas. Para lograr este ambiente se reemplazé el oxigeno por nitrégeno en la linea
del sustrato sulfurado. Los resultados (Figura 21; pag. 54) muestran que en todos los
ciclos estudiados la actividad disminuye cuando existe una condicion ambiental sin

oxigeno.

Esto se deberia a que en un metabolismo aerobio de biodesulfuracién el oxigeno
actlia como aceptor de electrones, requiriendo la presencia de oxigeno molecular y NADH
(Del Aguila, 2010). No obstante, a pesar de generar un ambiente libre de oxigeno se
observa degradacién de gasoil en los sistemas estudiados. Esta actividad puede deberse
al oxigeno del agua que queda adsorbida en el soporte hidrofilico en la etapa de
inmovilizacion in situ. Sin embargo, esta concentracibn de oxigeno remanente no es

suficiente para metabolizar la totalidad del sustrato sulfurado.
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Una vez comprobada la importancia de la presencia de oxigeno en el lecho
biocatalitico, se modificé el disefio original de aireacién, mediante la incorporacion de una
manguera que llevase el oxigeno de manera directa al lecho, y no a través del sustrato
sulfurado. Los resultados obtenidos demuestran que existe un aumento en la actividad de
BDS cuando aumenta la concentracion de oxigeno, ya que evita que este sea una

variable limitante externa que afecte al proceso biocatalitico.

7.- EFECTO DE LA ADICION DE UN SURFACTANTE

Uno de los principales problemas que se generan en los procesos de BDS, es la
baja biodisponibilidad del sustrato sulfurado hacia las bacterias desulfuradoras. En este
sentido, ademas de aplicar metodologias de inmovilizacion, se han utilizados compuestos
de tipo surfactantes, que mediante la disminucion de la tensién superficial del medio de
reaccion acuoso y la formacién de micelas (Rojas, 2011), permiten mejorar la
biodisponibilidad del proceso. No obstante, en todos los estudios previos la utilizacién de
surfactantes ha sido aplicada principalmente en sistemas batch, por lo que su uso en

sistemas continuos es promisorio (Wangliang y col., 2013)

Para evidenciar este efecto se incorporé al bioreactor el sustrato sulfurado
emulsionado con Tween 80 al 0,5% pl/v, y se realizaron los ciclos de reaccién. Los
resultados muestran (Figura 22, pag.55) que la degradacién de gasoil se ve incrementada
en comparacién al sistema normal, lo que permite ratificar la utilizacion de compuestos

tensoactivos en sistemas continuos.
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8.- REUTILIZACION DEL BIOCATALIZADOR Y SU EFECTO EN LA BDS.

Para proyectar una posible aplicacion industrial utilizando un sistema continuo
formado por bacterias inmovilizadas, se debe evaluar cuantitativamente la reutilizacién
del biocatalizador. Tal ensayo fue realizado utilizando las condiciones Optimas

operacionales obtenidas y usando gasoil como sustrato sulfurado.

Los resultados descritos en la Figura 23 (pag. 56), demuestran que el
biocatalizador se puede recuperar luego de la reaccién biocatalitica, mediante un nuevo
proceso de inmovilizacién in situ. No obstante, como puede ser observado en esta figura
la recuperacion no es completa ya que luego de la segunda impregnacion la actividad de
BDS de gasoil disminuye en un 57 %, en relacion al primer sistema. Tal comportamiento
puede ser debido a la permanencia en el lecho catalitico de bacterias no activas luego de
la nueva impregnacion, las que disminuye los sitios de adsorcién disponibles en el
soporte, disminuyendo por ende la cantidad de bacterias activas en el lecho recuperado.

Asimismo, una posible desintegracion del soporte luego de las reacciones e

impregnaciones sucesivas, pueden también explicar esta pérdida de actividad.
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Conclusiones
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El tiempo que la cepa R.Rhodochrous requiere para alcanzar un estado de
crecimiento bacteriano estacionario, que permita obtener células activas para la
reaccion de BDS de DBT y gasoil fue de 30 horas y su mayor adsorcion fue

observada al rango de tamafio de particula de (0,71 mm - 1,18 mm).

R.Rhodochrous mantiene su actividad metabdlica al ser inmovilizada en Sepiolita

por un tiempo superior a 24 horas.

La actividad BDS sobre DBT y gasoil, se incrementa con la disminucién del largo
del lecho catalitico, debido a una mayor biodisponibilidad del oxigeno en la

reaccion.

A velocidades de flujo de reaccion menores, la degradacion de DBT y gasoil
aumenta, debido a un incremento en el tiempo de contacto entre el sistema

biocatalitico y los sustratos sulfurados.

La utilizacion de un lecho catalitico con particulas de tamafo 3,35 mm — 5,6
aumenta la actividad de BDS, debido a un aumento de la superficie de exposicion

entre las bacterias inmovilizadas y el sustrato sulfurado.

La incorporacién del surfactante Tween 80 al medio de reacciébn de BDS de
gasoil, utilizando bacterias inmovilizadas por adsorcidon en Sepiolita, incrementa la
actividad biocatalitica debido a un aumento de la biodisponibilidad del sustrato

sulfurado.
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> El aporte directo de oxigeno hacia el BEC es un factor fundamental en la
degradaciéon de compuestos sulfurados derivados del petréleo, y una mejora en la
distribucion del oxigeno hacia el sitio catalitico es la clave para la optimizacion del

proceso de biodesulfuracion.

» El biocatalizador de un sistema continuo formado por un lecho fijo, puede ser
recuperado luego de la reaccion biocatalitica, mediante un proceso de

inmovilizacion “in situ”.

> La utilizacion de un BEC con bacterias inmovilizadas in situ, se presenta como
una alternativa innovadora y complementaria a los procesos tradicionales HDS, lo
gue puede ser beneficioso para la proteccion del medio ambiente y la salud de la

poblacion.
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