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Resumen.




La desulfuracion por adsorcibn es una metodologia alternativa y/o
complementaria a la Hidrodesulfuracion (HDS), la cual remueve el azufre del
combustible. No obstante, este proceso presenta problemas relacionados con la
regeneracion de los materiales adsorbentes utilizados. En este contexto, se ha
trabajado en la biodesulfuracion (BDS) de petréleo, proceso que utiliza
microorganismos que oxidan selectivamente compuestos que contienen azufre.
Este trabajo estudio la E de los sustratos sulfurados Dibenzotiofeno (DBT), 4,6-
dimetil-Dibenzotiofeno (4,6-DMDBT), y un gasoil comercial adsorbidos sobre los
materiales inorganicos alimina, silice y sepiolita, mediante la utilizacion de la
bacteria Rhodococcus rhodochrous. Los resultados obtenidos muestran que la
adsorcion de compuestos azufrados se ve afectada por las propiedades
superficiales del soporte, tales como tamarfio y grupos acidos. La mayor actividad
observada de BDS de DBT, 4,6-DMDBT y gasoil fue observada sobre los soportes
alimina, silice y sepiolita respectivamente, la cual fue dependiente de la
interaccion del soporte con las distintas moléculas azufradas y de la capacidad de
adsorcion de las bacterias. La mayor selectividad de adsorcién y biodesulfuracién
de DBT y 4,6-DMDBT fue obtenida cuando se utilizaron alimina y silice como
soportes, respectivamente. La degradacion de compuestos sulfurados adsorbidos
en soportes puede ser considerada como una metodolgia alternativa a los

procesos de HDS actuales.



Abstract.




Adsorptive desulfurization is a complement alternative methodology to
Hydrodesulfurization (HDS) proccess, which removes sulfur from fuel. However,
some problems due the regeneration of the adsorbent materials, are present. In
this context, arise the biodesulfurization (BDS) of fuel, a process that uses
microorganisms which selectively oxidize sulfur compounds. This work studied the
degradation of the sulfur substrates, dibenzothiophene (DBT), 4,6-dimethyl-
dibenzothiophene (4,6-DMDBT), and commercial gas oil which are adsorbed onto
inorganic supports, alumina, silica and sepiolite through Rhodococcus rhodochrous
biodesulfurized bacteria.

The results shows that adsorption of sulfur compounds is affected by superficial
properties of the supports, as size and acidic groups. The major activity of BDS
observed in DBT, 4,6-DMDBT and gas oil was observed onto alumina, silice and
sepiolite respectively, which depends of interaction between supports and
differents sulfur molecules and the adsorption capacity of bacterials. The major
adsorption selectivity and BDS of DBT y 4,6-DMDBT was observed when alumina
and silice was used as adsorbent supports. The degradation of sulfured
compounds adsorbed onto supports, can be considered an alternative

methodology to HDS conventional proccess.



Introduccion.




A nivel mundial cerca de un 85% de la energia utilizada proviene de los
combustibles fosiles, y aproximadamente un 40% de este consumo se relaciona
con la utilizacidon de petroleo y sus derivados (IEA, 2010). En paises desarrollados
como Japdén y Estados Unidos la energia utilizada que proviene de forma
exclusiva del petréleo corresponde a un 43% y 37% respectivamente. En Chile,
del suministro total de energia primaria, un 58% corresponde a petréleo, un 6% a
gas natural y un 14% a carbon. (IEA, 2010).

Debido a la masiva utilizacion de combustibles derivados del petréleo
(Alcantar y Cruz, 2011) ha sido necesaria la explotacion de yacimientos petroleros
cada vez mas profundos, los cuales son ricos en compuestos aromaticos
heterociclicos sulfurados (Pemex, 2008).

El azufre es considerado el tercer elemento mas abundante del petréleo
luego del carbono y el hidrégeno, en concentraciones que pueden fluctuar entre
0,03% - 7,89% p/p (300 ppm a 78.900 ppm) (Mohebali y Ball, 2008; Soleimani y
col., 2007). Este elemento contenido en el crudo se encuentra generalmente como
azufre de tipo inorganico, compuesto por pirita, azufre elemental y acido sulfhidrico
(H2S); y por azufre de tipo organico correspondiente a las formas aromaticas o
saturadas de tioles, sulfuros, disulfuros y tiofenos (figura 1). La porcion de
compuestos azufrados refractarios a la destilacion del diesel se atribuye a
compuestos tiofénicos como el dibenzotiofeno (DBT) y sus derivados alquilos en
posicion 4 y 6, tales como el 4-metil-dibenzotiofeno y el 4,6-dimetil-dibenzotiofeno

(4,6-DMDBT). (Soleimani y col., 2007).
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Figura 1: Estructura quimica de los compuestos azufrados tipicos en los
combustibles fosiles. (Imagen modificada de Soleimani y col., 2007).

Los compuestos sulfurados contenidos en el petréleo al combustionar
liberan a la atmdésfera grandes cantidades de didxido de azufre (SO.), el cual es
reconocido como uno de los mayores contaminantes ambientales a nivel mundial,
seguido por los compuestos nitrogenados que también resultan de la combustién
del petréleo (Stanislaus y col., 2010; Fujikawa y col., 2006).

Los efectos provocados a la salud humana dependeran del tiempo de
exposicion, la concentracion en que se encuentre el SO, y la via de contacto que
permitira la absorcion del producto (ATSDR, 1998). Por lo general, la via
respiratoria es la que se ve mas afectada en presencia de compuestos azufrados,

debido a que el SO, presente en la atmdsfera es rapidamente absorbido por las
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mucosas, pudiendo ocasionar bronco-constriccion, enfermedades respiratorias
tales como asma cronica y aguda, rinofaringitis, adelgazamiento de las mucosas,
irritacion e inflamacion del tracto respiratorio superior entre otras, afectando
mayoritariamente la morbilidad de personas susceptibles como nifios y ancianos
(Wegesser y Last., 2008). Ademas, puede producir alteraciones funcionales
respiratorias por un mecanismo de hipersensibilidad o por irritacion, generando
cambios en las células ciliadas y dafios cronicos (Stanislaus, 2010; Lazcano,
2003).

La “Agency for Toxic Substances and Disease Registry” en 1998 reporto
varios seguimientos a trabajadores ocupacionalmente expuestos a SO,, y los
resultados mostraron aumento en los niveles sanguineos de metahemoglobina,
efectos oxidativos en eritrocitos y aumento en las aberraciones cromosoOmicas e
intercambio en las cromatidas hermanas de sus linfocitos. Similares efectos fueron
descritos por Meng y col. (2004) al realizar estudios in Vitro en linfocitos humanos,
demostrando experimentalmente la genotoxicidad y mutagenicidad de los
compuestos derivados del SO,.

El SO, producido de la combustién del petréleo, por la accion de la luz solar
se transforma en SO3; y en presencia de la humedad del aire genera acido
sulfarico (H,SO,). Este compuesto, forma parte de la conocida lluvia acida, la cual
ingresa al “ciclo del agua”, acidifica y contamina rios y lagos afectando la flora y la
fauna, generando ademas, condiciones corrosivas en el ambiente capaces de

destruir pinturas y estructuras externas. (Acero y col., 2003; Gong y col., 2001).
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Asimismo, el azufre contenido en la gasolina al combustionar y generar
oxidos de azufre altera el funcionamiento y efectividad de los convertidores
cataliticos en los motores de vehiculos, aumentando la emision de particulas
contaminantes ambientales (Monticello, 2000).

Debido a los serios problemas ocasionados por el SO, actualmente las
normativas internacionales pretenden reducir al minimo las cantidades permitidas
de azufre en los combustibles. En este sentido, Estados Unidos ha impuesto un
maximo permitido entre 500 a 15 ppm de azufre para los diesel de carretera desde
el aflo 2006 (Selvavathi y col., 2009; Kim y col., 2006), con intenciones de
reducirlo a 15-10 ppm (diesel de muy bajo azufre) para el afio 2010 (Stanislaus y

col., 2010).

Métodos Tradicionales de Desulfuracion de Combustibles Fosiles.

Con la finalidad de disminuir la cantidad de compuestos azufrados en el
petréleo, los procesos mas utilizados en el mejoramiento de la calidad del diesel
son los de hidrotratamiento (Ojeda, 2004). Desde el punto de vista del volumen de
los productos tratados el proceso de purificacion mas importante es la
hidrodesulfuracién (HDS) (Ojeda y col., 2008). En esta metodologia el &tomo de
azufre del compuesto sulfurado es reducido a &cido sulfhidrico (H.S) mediante la
utilizacion de catalizadores metalicos como Molibdeno o Wolframio promovidos
por Cobalto o Niquel, soportados sobre solidos de alta area superficial (como
alumina, silice o sepiolita), en condiciones de altas presiones de H, y altas

temperaturas de reaccion. Mediante el proceso de Claus el H,S producido es
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oxidado a azufre elemental, el cual puede ser utilizado en otros procesos
industriales como la fabricacion de acido sulfdrico para fertilizantes, atomizadores
fungicidas para plantas, poélvora, fésforos, algunos tipos de cemento y ungientos
medicinales entre otros. (Cazorla, 2006; Lazcano-Ferrat, 2001)

La mayoria de los componentes sulfurados que estan contenidos en los
combustibles fosiles son facilmente removidos en el proceso normal de HDS. En
este sentido las condiciones de trabajo de una planta de hidrotratamiento son
generalmente de un rango de temperaturas entre 200 — 425 °C y de un rango de
presiones de 150 — 250 psi de H,. Sin embargo, debido a un actual agotamiento
de las capas superiores del petréleo, las refinerias se han visto obligadas a
trabajar con los denominados “fondos de barril”, en los cuales existen una mayor
concentracion de moléculas sulfuradas que resultan ser muy refractarias a los
procesos normales de HDS. Si a lo anterior se suma el aumento de las
regulaciones legales de proteccién ambiental (Fletcher, 2000; Pemex, 1998) que
cada vez son mas estrictas en lo relacionado a concentracién méaxima de SO; en
el ambiente, ha fomentado la generacién de un nuevo tipo de hidrotratamiento
denominado “Hidrotratamiento profundo” (Ojeda, 2004; Blumberg y col., 2003;
Maghsoudi y col., 2000). Estos procesos modifican las condiciones de trabajo
utilizadas en los procesos convencionales como la utilizacion de aun mayores
presiones y temperaturas de trabajo. No obstante, estas severas condiciones de
reaccion no solo encarecen el proceso catalitico, sino que ademas, disminuyen la
vida util del catalizador y la calidad de los combustibles en lo que se refiere a su

indice de octanaje (Ojeda, 2004). Todo esto ha llevado a la necesidad de
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investigar nuevas alternativas tecnologicas que permitan encontrar metodologias
gue sean mas efectivas y que a su vez puedan disminuir los gastos energéticos

asociados al proceso de HDS.

Desulfuracion por adsorcién.

La desulfuracion por adsorcion es una tecnologia utilizada para la remocion
de moléculas sulfuradas y que se realiza usando condiciones de temperatura y
presibn ambiental. Esto permite reducir el gasto energético del proceso
disminuyendo los costos de operacion. Se ha descrito que mediante esta
metodologia, la concentracién de azufre puede alcanzar valores bajo los 10 ppm
en la gasolina, con minimas pérdidas de octanaje, minimo consumo de hidrégeno
y minimas pérdidas de volumen (Stanislaus y col., 2010). En general, en este
proceso el adsorbente remueve selectivamente las moléculas sulfuradas
presentes en el hidrocarburo, utilizando un reactor de lecho fluidizado de régimen
continuo para mantener una constante remocion de estos compuestos (Li y col.,
2009). La regeneracion de este adsorbente se realiza de manera constante en un
medio oxidante generando moléculas de SO, y CO, que son liberadas al ambiente
(Liy col., 2009; Blumberg y col., 2003).

Se han realizado variadas investigaciones respecto a la adsorcion en
diferentes matrices, siendo una de las mas utilizadas el carbon activo debido a su
alta microporosidad (Seredyc, 2010; Rodriguez, 2002). Kumagai, (2009) investigo
la remocion de DBT del kerosene por adsorcién en cascara de arroz a diferentes

temperaturas y periodos de calentamiento. Este trabajo determind que la mayor
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capacidad de adsorcion de DBT fue encontrada en la muestra de cascara de arroz
gue tenia el mas alto contenido de carbono y minimo de cenizas. Asimismo, fue
observado que los microporos eran tan efectivos en ese material como los
mesoporos en lo referido a su capacidad de adsorcion. También se ha estudiado
la adsorcion sobre carbon activo, alimina activada y materiales adsorbentes a
base de niquel con la finalidad de comparar la capacidad de adsorcion y la
selectividad de compuestos existentes en el diesel y moléculas modelo tales como
naftaleno, metil-naftaleno, DBT, 4,6-DMDBT, indol y quinolina. Los resultados
obtenidos arrojaron de forma general que para los tres soportes en estudio la
selectividad de adsorcidon observada sigue el siguiente orden creciente: naftaleno
metilado < DBT y 4,6-DMDBT < indol y quinolina, y una capacidad de adsorcion
mayor para el caso de carbon activo (Kim y col., 2006).

A pesar de los avances que se han realizado en este campo, aun hay varios
problemas que se deben resolver. Cuando la selectividad del adsorbente es baja,
éstos son facilmente regenerados y reutilizados, pero a medida que se incrementa
dicha selectividad los adsorbentes ya utilizados se vuelven mas dificiles de
regenerar para reutilizarlos. Al respecto, actualmente se utilizan dos métodos para
la eliminacién de los sustratos adsorbidos, los cuales son la extraccion por
solvente y la calcinacion (Li y col., 2009). No obstante, ambos procesos son muy
contaminantes y provocan la pérdida de los materiales adsorbentes. Blanco-Brieva
(2010) demostro que soportes del tipo 6rgano-metalicos son excelentes materiales
adsorbentes de compuestos ciclicos como el DBT y 4,6-DMDBT y que el tipo de

interaccion existente entre soporte y molécula varian dependiendo de la
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temperatura aplicada en el proceso, eligiendo como Optima condicion una
temperatura cercana a la ambiental.

Existen algunos materiales que han sido utilizados como adsorbentes de
contaminantes. Entre ellos se encuentra la sepiolita, un silicato natural formado
por magnesio hidratado, la cual ha sido utilizada en el area de la industria
ambiental (Alkan y col., 2005) como adsorbente de liquidos y olores, aislante
térmico y en procesos de filtracion, floculacion y clarificacion (Benesa, 2010). La
sepiolita estructuralmente se encuentra formada por canales y bloques extendidos
en la misma direccion de la fibra, debido a estas caracteristicas y al alto valor de
su area superficial ha sido objeto de estudios de adsorcion de compuestos
(Dinamarca y col., 2010; Ibacache, 2008; Alkan y col., 2007). A nivel superficial la
sepiolita presenta una cantidad importante de grupos silanoles (Si-OH) (Galvez,
2008), los que le confieren caracteristicas interesantes desde el punto de vista de
la interaccion y la capacidad de adsorcion de este material.

Otro so6lido usado como adsorbente a nivel industrial debido a sus buenas
propiedades de adsorcion es la alimina u 6xido de aluminio, que ha sido utilizado
para remover moléculas organicas desde soluciones acuosas, y soluciones
acuosas multi-surfactantes (Wang y Kwak, 1999). Este sélido proviene de la
bauxita, mineral que estd compuesto principalmente por hidréxidos de aluminio,
mezclas de oxido de silicio y otros minerales. Srivastav y col., (2009) realizaron un
estudio de desulfuracion por adsorcion utilizando alimina activada como
adsorbente para remover DBT desde una solucién en n-Hexano. El proceso de

adsorcion se realiz6 a diferentes concentraciones de DBT, durante 6 dias en
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condiciones de temperatura de 30 °C y a 120 rpm, determinando la concentracion
residual de azufre a diferentes tiempos de contacto. Los resultados demostraron
que la superficie de la alumina cuenta con una gran cantidad de grupos
funcionales del tipo carbono-oxigeno que actian de manera efectiva en la
adsorcion del DBT. Asimismo, se determind que el proceso de adsorcion es
dependiente de factores como el tamafio de poro y la concentracion inicial de

DBT.

Métodos alternativos de tratamiento del petréleo: Biodesulfuracion.

La desulfuracioén biocatalitica o biodesulfuracion (BDS) es una metodologia
que utiliza microorganismos que sean capaces de degradar de manera selectiva,
moléculas oOrgano-sulfuradas sin afectar la estructura basica carbonada
caracteristica del combustible (Maghsoudi y col., 2000), manteniendo la capacidad
calorifica de éste. (Soleimani y col., 2007; Acero y col., 2003; Blumberg y col.,
2003). Tal proceso se realiza bajo condiciones atmosféricas de presion y
temperatura, siendo por lo tanto una tecnologia innovadora para la remocién de
los productos azufrados refractarios con un vasto campo de aplicacion (Le Borgne
y Quintero, 2003; Gray y col., 2003; Setti y col., 1997).

En el afio 1953, Zobell realiz6 una de las primeras aproximaciones a la
desulfuracion biocatalitica del petréleo. Posteriormente Kodama en 1973 fue el
primer investigador que realizd ensayos de BDS utilizando DBT como molécula

tipo. Sin embargo, no se reportd la degradacion selectiva de compuestos
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organicos sulfurados hasta el afio 1992 en un trabajo realizado por Kilbane con
cepas del genero Rhodococcus erythropolis.

Es conocido que la presencia de azufre es uno de los requerimientos
necesarios para que un microorganismo se desarrolle y lleve a cabo su actividad
metabdlica. A pesar de esto, sOlo algunos microorganismos son capaces de
obtener el azufre necesario a partir de la degradaciéon de moléculas complejas
como los tiofenos y dibenzotiofenos (DBT) (Dinamarca, 2010). Esta capacidad
degradadora es dependiente de las enzimas y rutas metabdlicas que el
microorganismo este habilitado para seguir. Se ha descrito que la capacidad de
metabolizar el DBT queda determinada por una secuencia de reaccién de cuatro
pasos (Figura 2), en los cuales se ven involucradas enzimas especificas para cada
uno de ellos. Estas enzimas comprenden dos monooxigenasas citoplasmicas
(DszA, DszC), una flavina reductasa (DszD) y una desulfurinasa (DszB) (Shavandi
y col., 2008). En este mecanismo propuesto, la degradacion metabdlica del DBT
genera como producto principal sulfitos que no necesitan procesos adicionales
para su eliminacibn como los productos de la HDS. Los sulfitos generados son
utilizados por la célula bacteriana para sintetizar proteinas y otras moléculas
sulfuradas, y los hidroxibifenilos generados son compuestos lipofilicos excretados
hacia el medio y por tanto vuelven a formar parte del combustible fosil (fase

organica) (Monticello, 2000).
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Figura 2: Degradacién bioldgica del azufre del dibenzotiofeno mediante la
ruta 4S. (Imagen modificada de Monticello, 2000).

Diferentes cepas bacterianas han sido utilizadas en los procesos de BDS,
entre las cuales se encuentran principalmente Rhodococcus erythropolis y
Pseudomona stutsery. (Honda y col., 1998; Hirasawa, y col., 2001). En este
sentido, se ha demostrado que la cepa Rhodococcus erythropolis es capaz de
desulfurar efectivamente las moléculas de DBT, y transformarlas en
2-Hidroxibifenilo bajo condiciones muy cercanas a las ambientales. (Olmo y col.,
2005). En el 2002, Castorena y col., aislaron una bacteria perteneciente al género
Rhodococcus desde suelos contaminados con petroleo, observando una
disminucién aproximada del 60% en la concentracién de azufre total de un diesel

hidrodesulfurado previamente. Los autores luego de realizar dicha investigacion
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concluyeron que el microorganismo era capaz de biodesulfurar efectivamente el
4,6-DMDBT.

Asimismo, se ha observado que en presencia de diferentes cepas
bacterianas de Pseudomona el DBT es degradado generando diferentes
metabolitos, entre los que se encuentran &acido benzoico y DBT-sulfona o 2-
fenilfenol, lo que sugiere que los mecanismos posibles de degradacion de DBT
cambian segun la cepa bacteriana que se utilice (Isea, 2002).

A pesar de la capacidad de algunas bacterias para degradar compuestos
sulfurados, el acceso hacia éstos se dificulta debido a que tales sustratos se
ubican en una fase hidrofébica, distinta a la hidrofilica que contiene a las cepas
biodesulfuradoras (Ibacache, 2008). En este sentido, se deben buscar alternativas
innovadoras que permitan aumentar la biodisponibilidad de tales compuestos

hacia los microorganismos degradadores de azufre.

La inmovilizacion de bacterias.

La utilizacién de bacterias inmovilizadas sobre soportes se presenta como
una nueva alternativa en el desarrollo de los procesos de biotransformacién
(Pakula y Freeman, 1996). Bajo esta metodologia se obtienen mejores
condiciones de trabajo, optimizando la estabilidad operacional, facilitando la
separacion de los productos de reaccion, disminuyendo el riesgo de
contaminacion, aumentando la duracion del biocatalizador y la biodisponibilidad de

los sustratos. Una de las primeras aplicaciones que se realizé en este campo fue
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la utilizacion del método de encapsulamiento de bacterias soportadas en un
material polimérico (Naito y col., 2001). La mayoria de los soportes utilizados en
estas investigaciones son polimeros como alginatos o gelatinas, en los cuales la
difusidon de los productos metabolicos de las bacterias y la difusion de los sustratos
hacia ellas, sucede a través de los poros formados en la matriz del polimero. Una
de las desventajas de esta metodologia es la utilizacion de sustratos de gran
tamafio molecular que generan problemas estéricos y de difusién (Géalvez, 2008).
En este contexto, Hou y col., (2005) estudiaron la biodesulfuracion de DBT
utilizando bacterias inmovilizadas del género Pseudomonas stutzeri-UP-1 aisladas
de suelos contaminados y de aguas residuales. En este trabajo se determiné que
el alginato de sodio es muy apropiado como material inmovilizante, y que la
inmovilizacidn aumenta la estabilidad y el tiempo de vida de las bacterias. En el
afio 2005 Li F. utilizando un sistema de inmovilizacién de bacterias en alginato de
sodio estudia la desulfuracion microbiana de gasolina utilizando Mycobacterium
goodii X7B. En este trabajo se observé una disminucién en la concentracion de
azufre en la muestra combustible en un valor cercano al 69 %.

En comparacion a los métodos de encapsulamiento la inmovilizacion
biocatalitica por adsorcion sobre un material inorganico permite eliminar los
problemas de transferencia de masas y problemas estéricos (Lee, 2004). La
biomodificacion de soportes inorganicos mediante la utilizacion de células
adsorbidas incrementa el acceso de las bacterias de la fase hidrofilica a los
compuestos sulfurados. Para lograr una adsorcion efectiva el soporte inorganico

debe poseer caracteristicas como tener una cierta porosidad y area especifica
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controlada, ser inerte frente al ataque bioldgico, insoluble en el medio de cultivo
bacteriano y no ser toxico para las bacterias. Ademas, debe poseer caracteristicas
que permitan a la célula mantener su actividad metabdlica en la reaccion
biocatalitica (Dinamarca y col., 2010; Lee y col., 2004). Recientemente en una
investigacion realizada por Dinamarca y col. (2010) se estudid la adsorcion de
Pseudomona Stutzeri sobre cuatro diferentes soportes inorgénicos; sepiolita,
silice, titania y alimina, los cuales poseen propiedades estructurales vy
fisicoquimicas distintas. Los resultados demostraron que la adsorcién de P.
stutzeri sobre la superficie de los solidos esta determinada por fuerzas de tipo
electrostaticas y fisicas, las cuales son dependientes de la naturaleza del soporte
y del pH de trabajo. Ademas se encontré en todos los sistemas estudiados una
directa relacion entre el grado de adsorcion de P. stutzeri y la actividad de BDS de
gasoil, demostrando que una alta interaccién entre la bacteria y el soporte permite
una mayor biodisponibilidad de los sustratos organicos. La comparacion de los
diferentes soportes utilizados determind que los sistemas que utilizaron Silice y

Sepiolita fueron los mas activos, en las condiciones de reaccion ensayadas.
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Este trabajo tiene como objetivo principal estudiar la eliminaciéon de dos
sustratos sulfurados Dibenzotiofeno y 4,6-dimetil-dibenzotiofeno y de un gasoill
comercial adsorbidos previamente sobre soportes inorganicos de aliumina, silice y
sepiolita, mediante la utilizacion de bacterias biodesulfuradoras del género

Rhodococcus rhodochrous.
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Hipotesis y Objetivos.
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I. HIPOTESIS

“Bacterias biodesulfuradoras del género Rhodococcus rhodochrous permitirdn

eliminar moléculas sulfuradas adsorbidas sobre materiales inorganicos, mediante

un proceso ambientalmente amigable”
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II. OBJETIVOS

A. General:
Eliminar moléculas sulfuradas adsorbidas sobre soportes inorganicos, utilizando

bacterias biodesulfuradoras del género Rhodococcus rhodochrous.

B. Especificos:

1.- Determinar el tamafio de soporte 6ptimo de alimina, sepiolita y silice para la
adsorcion de DBT, 4,6-DMDBT y de un gasoil comercial.

2.- Estudiar la maxima capacidad de adsorcion de DBT, 4,6-DMDBT y de un gasoil
comercial, sobre alimina, sepiolita y silice.

3.- Verificar el grado de adsorcién de DBT y 4,6-DMDBT sobre los tres soportes
inorganicos mediante medidas de Migracion Electroforética (ME).

4.- Determinar la actividad de Biodesulfuracion (BDS) de la cepa bacteriana
Rhodococcus rhodochrous en la eliminacion de DBT, 4,6-DMDBT y gasoil,
adsorbidas sobre los tres soportes inorganicos mediante técnicas cromatograficas
5.- Determinar la selectividad de adsorcion de cada soporte inorganico para los
sustratos sulfurados DBT y 4,6-DMDBT mediante técnicas cromatogréaficas.

6.- Determinar la selectividad de actividad de la cepa Rhodococcus rhodochrous
en la utilizacion de los sustratos sulfurados DBT y 4,6-DMDBT, adsorbidos sobre

soportes inorganicos.
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Materiales y Métodos.
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I. MATERIALES

A. Equipos:

® Agitador Shaker Termorregulado Companion®, modelo SK- 300.
©® Autoclave Huxley® Speedy, modelo HL — 340.

Balanza Analitica Mettler® modelo AE 163.

Centrifuga con refrigeracién Eppendorf®, modelo 5810R.

Centrifuga con refrigeracién Heal Force®, modelo Neofuge 15R.

@ © © o

Cromatégrafo Gaseoso Shimadzu®, modelo GC-2010 con detector FID y
columna capilar spb-5.

Desionizador de agua Heal Force®, modelo NW Ultra Pure Water System.
Espectrofotometro Thermo® modelo Génesis 10uv.

Freezer Whirpool®, modelo WVG29.

Horno de induccién Leco® S-144DR con detector Infrarrojo.

Mechero Bunsen Fisher®.

Mufla Naber®, modelo N3 D2804 Lilenthal/Bremen.

Refrigerador Fensa Progress 3705 XF EUROSYSTEM®.

Voértex CIENTEC® Maxi Mix I, modelo 37600 mixer.

®©® ©¢ ¢ © © @& © o ©o

Zeta Meter, modelo ZM-77.
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Materiales de laboratorio:

®©® ©¢ & ©& © © & © © o o© o o

o

Asa de siembra en loop.

Botellas Duran Shott®

Capsulas de porcelana.

Celdas de Espectrofotometro.

Matraces erlenmeyer de volumen variable.

Micropipetas Labnet®, modelos p10, p20, p200, p1000 y p5000.
Mortero y pistilo de porcelana.

Placas de Petri desechables Greiner Bio-One®.
Probetas graduadas de 100 y 500 mL.

Puntas de micropipetas, p10, p20, p200, p1000 y p5000.
Tamices metalicos 10-16, 40-230.

Tubos Eppendorf®.

Tubos Falcon®.

Reactivos:

© © © o

Alimina: T-126 BASF &rea especifica 200m?g™.

Sepiolita: Siz2030Mgg(OH)4(H-0)4x8H,0O 120NF Tolsa area especifica 300m?g™.
Silice: D11 — 10BASF &rea especifica 80m?g™.

Sustratos sulfurados: Dibenzotiofeno, DBT (Merck®); 4,6-dimetil-dibenzotiofeno
4,6-DMDBT (Merck®); Gasoil, Refineria Aconcagua, Enap Chile.

Acetato de etilo (Merck®).



®© ©¢ & ©& © & © © © O © © O © © o o o©o

Acido Clorhidrico HCI (Merck®).
Agua destilada.

Agua purificada.

Citrato de sodio (Merck®).

Cloruro de Amonio, NH4CI (Merck®).
Cloruro de Calcio, CaCl, (Merck®).

Cloruro de Cobre, CuCl, (Merck®).

Cloruro de Fierro tetrahidratado, FeCl, x 4H,0 (Merck®).

Cloruro de Magnesio, MgCl, x 6H,0 (Merck®).
Cloruro de Manganeso, MnCl; x 4H,0 (Merck®).
Cloruro de Sodio, NaCl (Merck®).

Cloruro de Zinc, ZnCl, (Merck®).

Fosfato &cido de Potasio, K,HPO4 (Merck®).
Fosfato diacido de Potasio, KH,PO, (Merck®).
Hexadecano (Merck®).

Molibdato de Sodio, Na;MoO.(Merck®).
Succinato de Sodio (Merck®).

Wolframato de Sodio, Na;WO, (Merck®).

30
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II. METODOS

A. Soportes en estudio.

Tres diferentes soportes obtenidos comercialmente y con probada
capacidad de adsorcion (Dinamarca M. A. y col., 2010) fueron utilizados en el
proceso de adsorcion de compuestos azufrados. Estos fueron:

Silice (SiO,) D11-10 BASF (&rea Sger 80 m? g*)
Alimina (Al,O3) T-126 BASF, (area Sger 200 m? g*)

Sepiolita (Mg4SisO15(OH),-6H,0) 120 NF Tolsa (4rea Sger 300 m? g™)

B. Seleccién de rango de tamafio de particula 6ptimo para la adsorcion de
moléculas sulfuradas.

Para la seleccion del rango de tamafio 6ptimo para la adsorcién de
moléculas sulfuradas se estudiaron dos rangos de tamafios de particulas,
425 um — 63 um (rango malla 40-230) y 1,18 mm — 2,00 mm (rango malla 10-16),

los cuales se obtuvieron mediante un proceso de pastillado y posterior tamizado.

C. Adsorcién de moléculas sulfuradas en los soportes en estudio.

Previo al proceso de adsorcion de las moléculas sulfuradas los soportes
fueron calcinados en una mufla por un periodo de 24 horas a 400 °C para eliminar
la materia organica y las sustancias volatiles adsorbidas superficialmente, y

posteriormente autoclavados para evitar contaminacion biolégica.
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El proceso de adsorcion se llevo a cabo en matraces de 50 mL utilizando un
gramo de cada soporte y 10 mL de una solucion de 100 ppm de DBT en
hexadecano o 10 mL de una soluciéon de 100 ppm de 4,6-DMDBT en hexadecano.
Para el caso de gasoil se utilizé una muestra comercial que contenia 0,37 % en
peso de azufre (Anexo 1).

Los matraces se ubicaron en un incubador con agitacion orbital a una
velocidad de 100 rpm para aumentar el contacto del soporte con las moléculas
sulfuradas y a una temperatura de 26 °C. En el transcurso del proceso de
adsorcion fueron tomadas alicuotas de 500 uL de sobrenadante a cada sistema a
los tiempos O, 1, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 26, 29, 32, 35, 48, 52 y 77 horas. La
cuantificacion de la concentracion de DBT y 4,6 DMDBT fue realizada mediante
Cromatografia Gaseosa (GC), modelo GC-2010 con detector FID y columna
capilar spb-5, mientras que el analisis de azufre en gasoil fue realizado en un
equipo Leco S-144DR con detector Infrarrojo. La cantidad de moléculas sulfuradas
adsorbidas se obtuvo de la diferencia entre la concentracion de solucion inicial y la

concentracion remanente del sobrenadante.

D. Medidas de Migracion Electroforética (ME).

Para la determinacion de las medidas de ME previamente se adsorbieron
5 mL de soluciones de DBT y 4,6-DMDBT 100 ppm cada uno sobre 500 mg de
alumina de un rango de tamafo de particula de 1,18 mm — 2,00 mm (rango malla

10-16), durante un periodo de 72 horas a 100 rpm y 26 °C. La medicion
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electroforética fue realizada un equipo Zeta Meter modelo ZM-77, usando 30 mg
de muestra suspendida en 300 mL de una solucién 10 M de KCI. El pH del medio
fue ajustado con soluciones 0,2 M de HCl o0 0,2 M de NaOH (Dinamarca y col.,

2010).

E. Obtencidn y cultivo de los microorganismos biodesulfuradores.

En este trabajo se utilizé la cepa bacteriana biodesulfuradora Rhodococcus
rhodochrous IGTS8 (ATCC 53968), la cual fue obtenida comercialmente en
American Type Cell Collection (ATTC).

Este microorganismo fue crecido en 100 mL de medio de cultivo basal A
(Magsoudi y col., 2000) utilizando citrato de sodio y succinato de sodio como Unica
fuente de energia y carbono, y DBT como Unica fuente de azufre. Las condiciones
de crecimiento fueron 30 °C en un incubador con agitacién a 200 rpm por 72 hrs.
La composicion del medio de cultivo A se muestra en la tabla 1:

Tabla 1: Composicién del medio de cultivo.

Componente Cantidad (mL) para un Litro
de medio de cultivo

CaCl, 0,9
Dibenzotiofeno 0,0623M 1

MgCl, x 6H,0 5

Citrato de sodio 2% p/v 10
Soluciéon Metal B 10

FeCl, x 4H,0 10
Succinato de Sodio 0,3M 100
Solucién A 100

H,O 763
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La descripcion de las composiciones de las soluciones A y metal B,

mostradas en la tabla 1, se muestran en las tablas 2 y 3, respectivamente:

Tabla 2: Composicion de solucion A

campneme | S
NacCl 0.1
KH>PO, 5
NH4CI 10
KoHPO, 20

Tabla 3: Composicion de solucion Metal B

Componente Cantlddaéis(gl)upc?gi lén Litro
CuCl, 0,050
Na,WO, 0,050
Na,MoO,4 0,100
ZnCl, 0,500
HCI 0,500
MnCl, 0,504

F. Ensayos biocataliticos de biodesulfuracién

Para los ensayos biocataliticos de biodesulfuracion inicialmente la cepa R.

rhodochrous fue recolectada desde su medio de cultivo mediante centrifugacion a

4000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente y resuspendida en 5 mL de

NaCl al 0,85%. Luego 1 mL de esta suspension de células, cuantificadas mediante

medidas de absorbancia a 600 nm (Goubin S., 2006), junto con el soporte

determinado con el sustrato sulfurado adsorbido (DBT, 4,6-DMDBT o gasoil)

fueron agregados a 10 mL de medio de cultivo sin suplementar, para tener una
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razon gasoil/volumen de reaccion de 1:10. La reaccion se llevdo a cabo por
periodos de tiempo de 12, 24, y 48 horas a una temperatura de 26 °C y en un
régimen de agitacion de 100 rpm. Para la cuantificacion de la actividad
biodesulfuradora de DBT y 4,6-DMDBT fue separada la fase organica del medio
de reaccion mediante extraccion con acetato de etilo en proporcion 1:1 incluyendo
el soporte y analizados por Cromatografia Gaseosa (GC) modelo GC-2010 con
detector FID y columna capilar spb-5.

Para el caso del gasoil se realiz6 separacion de fases mediante
centrifugacion del medio de reaccion junto con el soporte a 13000 rpm por 45
minutos luego de lo cual la fase gasoil fue analizada en un equipo Leco S-144 DR
con detector infrarrojo. La actividad biodesulfuradora en gasoil, se expres6 como
porcentaje de biodesulfuracion (% BDS) segun la siguiente formula:

%BDS= (Si — So)/ So x 100
Donde, S; es la concentracion de azufre remanente luego de la reaccion y Sp es la

concentracion inicial de azufre en el gasoil.

G. Determinacion de la selectividad de adsorcion.

Para la determinacion de la selectividad de adsorcion un gramo de soporte
fue adicionando a 5 mL de una mezcla de solucion de 100 ppm formada por DBT
y 4,6-DMDBT en hexadecano. El proceso de adsorcion fue realizado a 26 °C a
una agitacion de 100 rpm por un periodo de 72 horas, durante el cual se extrajeron

muestras cada 24 horas. La cuantificacion de la concentracion de DBT vy
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4,6-DMDBT adsorbida fue realizada mediante Cromatografia Gaseosa (GC)

modelo GC-2010 con detector FID y columna capilar spb-5.

H. Determinacion de la selectividad de BDS.

Para determinar la selectividad de BDS previamente fueron adsorbidos en
cada soporte 10 mL de DBT de una concentracion de 50 ppm y en forma paralela
en los mismos soportes 10 mL de 4,6-DMDBT de una concentracién de 50 ppm en
forma separada. Obteniendo entonces para cada soporte dos sistemas con dos
sustratos adsorbidos diferentes. Dicho proceso fue realizado a una temperatura de
26 °C, a una agitacién de 100 rpm y por un periodo de tiempo de 72 horas. Luego
de finalizar el periodo de adsorcion los soportes con ambos sustratos adsorbidos
(DBT y 4,6-DMDBT) fueron agregados a un medio de reacciéon que contenia 10
mL de medio de cultivo sin suplementar y 1 mL de la cepa R. rhodochrous
cuantificadas mediante medidas de absorbancia a 600 nm para tener una razon
gasoil/volumen de reaccion de 1:10. La reaccion se llevé a cabo por un periodo de
tiempo de 72 horas a una temperatura de 26 °C y en un régimen de agitacién de
100 rpm. Para la cuantificacion de la actividad biodesulfuradora de DBT vy
4,6-DMDBT fue separada la fase organica del medio de reaccién mediante
extraccion con acetato de etilo en proporcion 1:1 incluyendo el soporte y
analizados por Cromatografia Gaseosa (GC) modelo GC-2010 con detector FID y

columna capilar spb-5
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A. Selecciéon de rango de tamafo de particula 6ptimo para la adsorciéon de
moléculas sulfuradas.

Los resultados obtenidos en los ensayos de adsorcion sobre los soportes
en estudio, utilizando dos diferentes tamafios de particula se muestran en las
Tablas 1 y 2. En forma general, la comparacion de ambos sistemas demuestra
gue existe una mayor adsorcion de las moléculas sulfuradas DBT y 4,6-DMDBT,
cuando se utiliza un tamafio de particula de 1,18 mm — 2,00 mm (rango malla 10-
16).

Para el caso de DBT, se puede apreciar que en los tres soportes en estudio
no se observa una saturacion de la molécula sulfurada durante las 12 horas de
adsorcion, cuando es utilizado un tamafio de particula de 1,18 mm — 2,00 mm. A
un tamafo menor de soporte se puede ver que la adsorcion tiende a alcanzar un
maximo sobre algunos soportes. Un comportamiento similar es observado en el
sistema 4,6-DMDBT, no obstante la adsorcion de este compuesto es menor a la
observada en DBT, en ambos tamafios de particulas, observandose que a las 12
horas se alcanza la saturacién en la mayoria de los soportes.

La comparacién entre los diferentes soportes a un tamafio de particula
mayor, muestra que en el caso de DBT a las 12 horas la mayor adsorcion ocurre
sobre alimina mientras que la menor sobre silice. Para 4,6-DMDBT un
comportamiento distinto es observado, siendo sepiolita el soporte que presenta
una mayor adsorcion.

Cuando ahora es comparada la adsorcion de DBT y de 4,6-DMDBT sobre

los diferentes soportes a un tamafo de particula menor, no son apreciadas
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diferencias significativas sobre los soportes alimina y sepiolita, mientras que

sobre silice se observa una mayor adsorcion de 4,6-DMDBT.

Tabla 1: Adsorcién de DBT sobre los soportes, alimina, sepiolita y silice de
diferentes tamafios de particulas.

DBT adsorbido
(Ppm)
Soporte 1h. 1,5h. 12h.
Alimina 1,18 - 2,00 mm 33,71 55,07 62,03
Sepiolita 1,18 - 2,00 mm 7,74 15,32 46,43
Silice 1,18 - 2,00 mm 18,50 22,83 30,67
Alimina 425 - 63 um 2,92 3,88 4,76
Sepiolita 425 - 63 um 1,61 4,00 9,55
Silice 425 — 63 um 1,50 3,89 5,04

Tabla 2: Adsorcion de 4,6-DMDBT sobre los soportes, alimina, sepiolita y
silice sobre diferentes tamafios de particulas.

4,6-DMDBT adsorbido
(ppm)
Soporte 1h. 1,5h. 12h.
Alimina 1,18 -2,00 mm 2,04 9,90 19,25
Sepiolita 1,18 -2,00 mm 25,00 31,52 32,89
Silice 1,18 -2,00 mm 14,86 15,84 17,54
Alimina 425 —-63 um 3,60 3,40 3,08
Sepiolita 425 - 63 um N.D. 2,86 3,47
Silice 425 - 63 um 12,3 12,4 N.D.

N.D.: Dato no determinado cromatograficamente
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B. Adsorcion de moléculas sulfuradas en los soportes en estudio.

En la figura 3 se puede observar la cinética de adsorcion de DBT sobre alimina,

en donde la concentracion adsorbida es expresada en ppm y el tiempo de

adsorciéon en horas. En dicha figura es posible apreciar que a tiempos menores a

10 hrs existe un alto grado de adsorcién de aproximadamente 20 ppm, mientras

gue a tiempos mayores tiende a mantenerse constante a valores cercanos a los

65 ppm. Al finalizar el tiempo de adsorcién no fue observada una saturacién del

soporte.
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Figura 3: Capacidad de adsorcién de DBT sobre aliumina.
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La cinética de adsorcion de 4,6-DMDBT sobre alimina se puede observar
en la figura 4. A diferencia del comportamiento sobre DBT la figura muestra que
existe una adsorcion lineal o constante durante todo el periodo estudiado,
encontrandose 68 ppm adsorbidos a las 77 horas. No fue observado un platé de

adsorcion en el tiempo de adsorcion ensayado.
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Figura 4: Capacidad de adsorcion de 4,6-DMDBT sobre alumina.
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La figura 5 muestra la curva de adsorcion de DBT sobre sepiolita a diferentes
tiempos de ensayo. Al analizar la cinética se puede ver una disminucion en el valor
inicial de DBT hasta una concentracibn de 75 ppm aprox., a un tiempo de
adsorcion cercano a las 10 hrs. Posteriormente, a tiempo mayores la adsorcion se

mantiene constante alcanzando la maxima capacidad de adsorcion del soporte.
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Figura 5: Capacidad de adsorcion de DBT sobre sepiolita
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La cinética de adsorcion de 4,6-DMDBT sobre sepiolita se puede apreciar
en la figura 6. Al igual que sobre aliumina se observa una adsorcion lineal o
constante durante todo el tiempo estudiado, encontrandose un valor cercano a los
65 ppm al final del periodo de adsorcién. De manera similar a los sistemas donde

fue adsorbido 4,6-DMDBT no se observé una saturacion del soporte.
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Figura 6: Capacidad de adsorcion de 4,6-DMDBT sobre sepiolita.
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En la figura 7 se observa la curva de adsorcion de DBT sobre silice. Un

comportamiento similar a los soportes alimina y sepiolita se puede ver en el caso

de este soporte a tiempos menores. Es decir, una disminucion en el valor inicial de

DBT hasta una concentracion menor (68 ppm) a un tiempo de adsorcion cercano a

las 10 hrs, y luego a tiempos mayores un valor constante de adsorcion. No

obstante el sistema alcanza su maximo de adsorcion a una concentracion de 65

ppm remanentes a un tiempo de 52 hrs.
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Figura 7: Capacidad de adsorcion de DBT sobre silice.
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La figura 8 muestra la cinética de adsorcion de 4,6-DMDBT sobre silice. A

diferencia del comportamiento en los otros dos soportes la tendencia de adsorcion

en silice inicialmente es alta, cercana a los 20 ppm, y posteriormente se mantiene

constante hasta alcanzar un valor cercano a los 70 ppm a las 77 hrs de adsorcion.

No obstante, no es observado un platé de adsorcion en el soporte cuando

4,6-DMDBT es adsorbido sobre silice, lo cual se asemeja al comportamiento de

los otros dos soportes.
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Figura 8: Capacidad de adsorcion de 4,6-DMDBT sobre silice.
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La figura 9 muestra la curva de adsorcion de gasoil sobre alimina, con una
concentracion inicial de 3700 ppm (0,370%) de azufre. Se observa una curva de
adsorcion con una tendencia a la saturacion a las 50 horas, y una disminucién de
la cantidad de azufre cercana a los 0,313% la cual se mantiene constante hasta

las 77 horas.
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Figura 9: Curva de adsorcion de gasoil sobre alimina.
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En la figura 10, se presenta la curva de adsorcion de gasoil sobre sepiolita
con una concentracion inicial de 3700 ppm (0,370%) de azufre, en ella se puede
observar una tendencia a la saturacion a las 60 horas con una disminucion de la
cantidad total de azufre cercana a 0,308% la cual se mantiene constante hasta las

77 horas de adsorcion.
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Figura 10: Curva de adsorcion de gasoil sobre sepiolita.
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En la figura 11 se muestra la curva de adsorcién de gasoil sobre silice con

una concentracion inicial de 3700 ppm de azufre total (0,370%), se observa una

curva con tendencia a la saturacion a las 48 horas con una disminuciéon del azufre

total de 0,322% la que se mantiene constante hasta las 77 horas.
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Figura 11: Curva de adsorcion de gasoil sobre silice

80



49

C. Medidas de Migracién Electroforética (ME)

Los valores de los puntos de carga cero (PCC) de las medidas de ME de
los sistemas DBT/alumina, 4,6-DMDBT/alumina y el valor del punto isoeléctrico
(PIE) del soporte se presentan en la figura 12. Los resultados muestran que existe
un desplazamiento del PIE de la alimina hacia valores menores de pH,

obteniendo un valor de PCC de 7,8 para ambos sistemas.

40

A DBT/Alumina
® 4,6-DMDBT/Alumina
m Alumina

Figura 12: Resultados de la ME del soporte alimina, y de los sistemas
DBT/alumina y 4,6-DMDBT/aliumina, luego de un periodo de 77 hrs de
adsorcion.
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D. Ensayos Biocataliticos de Biodesulfuracion.

La comparacion de los resultados de la actividad de BDS de DBT obtenidos

a distintos tiempos de reaccion y con distintos soportes, se muestran en la tabla 3.

Tabla 3: Comparacion de actividad de BDS de DBT adsorbido sobre silice,
sepiolitay alimina.

Actividad de BDS
(ppm de DBT N°cel*h?) x 10 1
Sistema Biocatalitico 12 h. 24 h. 48 h.
DBT/Silice N.D. 9,29 1,90
DBT/Sepiolita 9,72 6,28 1,83
DBT/Alimina N.D. 18,60 N.D.

ND: Dato no determinado cromatograficamente.

Los resultados muestran que existe una disminucién de la actividad de BDS
con el tiempo de reaccion, lo cual fue observado en la mayoria de los sistemas
estudiados. La comparacion de la actividad en funcién del sélido utilizado como
material soporte de DBT, muestra que la mayor degradacién del sustrato fue
obtenida a las 24 hrs de reaccion sobre alimina, mientras que la menor actividad
fue obtenida sobre sepiolita a las 48 hrs de reaccion. No obstante, los valores de
actividad de los tiempos menores y mayores de reaccion del sistema DBT/alimina
no pudieron ser determinados cromatograficamente, por lo que su comparacion
s6lo pudo efectuarse a un tiempo de reaccion de 24 hrs. De forma similar no pudo
ser determinada la actividad de BDS para el sistema DBT/silice a las 12 hrs de

reaccion.
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En la tabla 4 se muestra la comparacion de los resultados de BDS de

4,6-DMDBT obtenidas a distintos tiempos de reaccion y con distintos soportes.

Tabla 4: Comparacion de actividad de BDS de 4,6-DMDBT adsorbido sobre
silice, sepiolita y alumina.

Actividad de BDS
(ppm de 4,6-DMDBT N°cel*h™) x10*
Sistema Biocatalitico 12 h. 24 h. 48 h.
Silice/4,6-DMDBT 24,1 6,72 1,11
Sepiolita/4,6-DMDBT 15,8 8,35 3,91
Alumina/4,6-DMDBT 1,86 9,70 N.D.

N.D.: Dato no determinado cromatograficamente

De acuerdo a los resultados observados se puede apreciar que de manera
similar al DBT, la actividad de BDS disminuye con el tiempo de reaccion. El
sistema mas activo a las 12 horas fue el que utilizé silice como soporte de
4,6-DMDBT, mientras que el menos activo fue sobre alimina. No obstante, la
mayor actividad de silice s6lo fue observada a tiempos menores de actividad,
debido a que a mayores tiempos, la mayor degradaciéon del sustrato sulfurado
ocurre en los soportes sepiolita y alumina.

La comparacion de los resultados de la actividad de BDS de gasoil a
distintos tiempos de reaccion y con distintos soportes, se muestran en la tabla 5.
Los resultados muestran que la actividad de BDS de gasoil se mantiene constante
en el tiempo independiente del soporte en que se lleve a cabo. No obstante, se
aprecia una diferencia entre la actividad dependiendo del soporte, resultando

sepiolita el soporte donde se observa la mayor actividad, mientras que para el
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caso de alumina no fue determinado ningun grado de degradacion de las

moléculas sulfuradas del gasoil.

Tabla 5: Porcentaje de BDS de gasoil obtenida durante 12, 24 y 48 horas en
los soportes silice, sepiolitay alimina.

Biodesulfuracion porcentual
N°cel*h™
Sistema Biocatalitico 12 h. 24 h. 48 h.
Silice/gasall 4,12 4,12 3,57
Sepiolita/gasoil 7,41 7,69 7,14
Alumina/gasoil 0 0 0

E. Determinacion de la selectividad de adsorcion.

En la tabla 6 se aprecian los resultados de la comparacion de la selectividad
de adsorcion de DBT y 4,6-DMDBT sobre los soportes en estudio, a distintos
tiempos de adsorcion. Los resultados muestran que en todos los adsorbentes
existe una selectividad de adsorcion orientada hacia el DBT en todo el intervalo de
tiempo estudiado. No obstante, en el caso de los sistemas que utilizaron alimina y
sepiolita se observan mayores valores de selectividad a tiempos menores de
adsorcién, mientras que para el caso de silice los valores se mantienen
constantes. La comparacion de los soportes demuestra que alumina es el soporte

que adsorbe una mayor cantidad de DBT en la mayoria de los tiempos estudiados.



Tabla 6: Comparacion de selectividad de adsorcién de DBT y 4,6 DMDBT

sobre los soportes alumina, silice y sepiolita.

Soporte ppm de DBT pp[r)nM%eBé_lrﬁ- Relacion
Alimina adsorbidos adsorbidos DBT/4,6-DMDBT
24 h. 23,5 2,4 9,80
48 h. 26,6 11,1 2,40
72 h. 22,2 3,5 6,34
Silice
24 h. 21,9 8,3 2,64
48 h. 28,9 10,8 2,68
72 h. 24,3 9,9 2,45
Sepiolita
24 h. 24,1 3,2 7,53
48 h. 24,7 3,6 6,86
72 h. 25,3 8,3 3,05
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F. Determinacion de la selectividad de BDS.

Los resultados de selectividad de actividad de BDS a un tiempo de reaccion
de 24 hrs. se muestran en la tabla 7. En dicha tabla se puede observar que la
selectividad de actividad de BDS es dependiente del soporte utilizado como
adsorbente. En este sentido, cuando se utiliza silice como soporte-adsorbente la
selectividad de actividad es mayor para 4,6-DMDBT, mientras que lo contrario
ocurre en alimina, donde la selectividad es mayor para DBT. Para el caso de

sepiolita, los valores de actividad también demuestran una mayor selectividad

hacia DBT, aunque en menor grado que la alimina.

Tabla 7: Comparacion de la selectividad de actividad de BDS de DBT y

4,6-DMDBT en los soportes silice, sepiolita y alimina.

Actividad de BDS

Relacion BDS

Sistema (ppm S* N°cel*h™) x10™
DBT 4.6 DMDBT DBT/4,6DMDBT
Silice 0,397 1,15 0,35
Sepiolita 1,85 0,42 4,35
Alumina 2,05 0,0896 22,86

* ppm S: ppm de DBT o 4,6 DMDBT
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Discusiones.
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A. Selecciéon de rango de tamafo de particula 6ptimo para la adsorcion de
moléculas sulfuradas.

Los resultados obtenidos en estos ensayos muestran que cuando es
utilizado un rango mayor de particula (1,18 mm — 2,00 mm), existe una alta
adsorcion de DBT y 4,6-DMDBT independientemente de la naturaleza superficial
del soporte. La razon de tal comportamiento se puede deber a que en este rango
de particula, existe una mayor superficie de soporte capaz de interaccionar con las
moléculas sulfuradas de gran tamafio. La comparacion de la capacidad de
adsorcion de los soportes estudiados por los sustratos azufrados, muestra que en
los dos rangos de tamafios de particulas existe una mayor adsorcion de DBT por
sobre 4,6-DMDBT, cuando se compara a un tiempo de 12 hrs. Esto puede
deberse al impedimento estérico causado por los dos grupos metilo del
4,6-DMDBT lo cual puede afectar su capacidad de adsorcion.

En relacion a las diferencias encontradas en los valores de adsorcion de
DBT y 4,6-DMDBT sobre los soportes, se puede sostener que éstas se relacionan
con las distintas areas superficiales y diferente naturaleza superficial del material.
No obstante, tales diferencias deben ser analizadas en mayor detalle a tiempos de
adsorcién mayores que a 12 hrs, donde se haya alcanzado una posible saturacion
total de la superficie de cada soporte.

En el rango de 425um — 63um, se observan valores de adsorcion menores
a los obtenidos al utilizar un tamafio mayor de particulas. Tales diferencias estan
basadas en la menor superficie que presentan los soportes en este rango de

trabajo para interaccionar con los sustratos sulfurados.
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B. Adsorcion de moléculas sulfuradas en los soportes en estudio.

Los resultados de las curvas de adsorcion de los sustratos sulfurados
obtenidos concuerdan con los de seleccion de tamafio, ya que se observé en los
tres soportes una mayor adsorcion de DBT a un tiempo de 12 hrs de estudio. No
obstante, a un periodo de tiempo de 77 hrs. fue observada una mayor cantidad de
4,6-DMDBT adsorbido en los tres soportes. Tal comportamiento sucede a pesar
del impedimento estérico ocasionado por los grupos metilos de esta molécula en
el proceso de adsorcion. No obstante, estos grupos al ser donadores de
electrones, pueden generan interacciones fisicas entre ellos y los grupos -OH de
la superficie del soporte, ocasionando una mayor adsorcion.

El analisis de los resultados de adsorcion de DBT demostré que el soporte
que presenta la mayor saturacion es sepiolita, seguido por silice y finalmente
alimina. Tal comportamiento indica que la alumina seria el soporte que puede
adsorber una mayor cantidad de DBT. Como fue mencionado previamente las
diferencias en el grado de adsorcion estan relacionadas con los valores de area
superficial y con la presencia de cargas superficiales del soporte. En tal sentido, se
puede observar que tanto la alimina como sepiolita presentan los mayores valores
de area, lo cual en el caso de sepiolita no seria proporcional a su capacidad de
adsorcion. Por otro lado, la comparacion de la naturaleza quimica de los soportes
indica que la alimina presenta una mayor densidad de sitios acidos Bronsted
(-OH) en la superficie en comparacion a silice y sepiolita. No obstante, cuando se
comparan los valores de fuerza acida de los soportes estudiados, se puede

observar que es mayor en el caso de la silice y menor en el caso de la alimina. En
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tal sentido, es posible suponer que la mayor adsorcion en alimina estaria referida
a una mayor cantidad de interacciones existente entre los grupos superficiales
—OH con el DBT, mientras que para el caso de sepiolita y silice la interaccion a
pesar de ser mayor en magnitud posee menos sitios de adsorcion (Srivastav,
2009). ElI mayor grado de adsorcion observado en silice en comparacién a
sepiolita, esta referido a su mayor valor de fuerza acida, mas que a los valores de
area superficial.

En cuanto a la adsorcion de 4,6-DMDBT no se presentan diferencias
significativas en la adsorcion sobre los diferentes soportes, o en la saturaciéon de
ellos, ya que los valores obtenidos fueron similares independiente de las
diferencias superficiales de densidad o fuerza de sitios acidos. Como fue discutido
previamente tal comportamiento se relaciona exclusivamente con una alta
interaccidn entre los grupos superficiales de los soportes y probablemente los
grupos -CHs- del 4,6-DMDBT debido a la nube electrénica que poseen. Si bien la
cantidad de DBT en soluciébn disminuye rapidamente en un comienzo, la
concentracion de 4,6-DMDBT adsorbida finalmente es mayor.

En el caso de utilizar gasoil como sustrato sulfurado, se encontré que las
curvas de adsorcion sobre los tres soportes son similares en cuanto a su
adsorcion y periodo de saturacion. Esto indicaria que las diferencias superficiales
caracteristicas de los soportes, tales como area superficial, densidad y fuerza
acida de los grupos funcionales, parecen no generar grandes efectos en la
adsorcion de este compuesto. Debido a que el gasoil estd compuesto de una

mezcla de diferentes compuestos sulfurados su analisis se realizo en funcion de la
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cantidad de azufre total. Por tal motivo no se puede describir con certeza qué
moléculas se encuentran adsorbidas en el soporte. Sin embargo, se conoce que el
DBT es el compuesto azufrado que se encuentra en mayor cantidad en el gasoil
utilizado en este trabajo (Anexo 1), seguido por sus derivados metilados, lo que
lleva a considerar que la mayoria de las moléculas adsorbidas podrian

corresponder a DBT.

C. Medidas de Migracién Electroforética (ME)

Los resultados de las medidas de ME muestran que mediante esta técnica es
posible demostrar la existencia de adsorcion de sustratos sulfurados sobre
materiales adsorbentes, de manera complementaria a los andlisis cromatograficos.
En este sentido, el desplazamiento de los valores de PIE de aliumina demuestra
que hubo un cambio superficial producto de la utilizacion de los sitios acidos
durante la adsorcion. Este desplazamiento no fue relacionado con la incorporacion
de un adsorbato que pudiese provocar un cambio en los valores de PZ, sino mas
bien a una disminucion de los sitios acidos superficiales de la alimina. Los valores
de PCC obtenidos en ambos sistemas se relacionan principalmente con la
concentracion adsorbida de los sustratos, que en este caso fue similar
(Concentracion adsorbida de DBT 19 ppm y concentracion adsorbida de 4,6-

DMDBT 18 ppm, ambas sobre 500mg de soporte).
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D. Ensayos Biocataliticos de Biodesulfuracion.

Los resultados de actividad de BDS observados para la degradacion de
DBT, muestran que existe inicialmente una diminuciéon de la actividad con el
tiempo de reaccion. Este comportamiento se debe a la disminucion de la
concentracion de los sustratos sulfurados presentes en el medio biocatalitico. La
comparacion de la actividad en funcidén de los soportes, permite observar que es
sobre alumina donde existe la mayor degradacion de DBT por parte de las
bacterias, a un tiempo de reaccion de 24 hrs, seguidos de silice y sepiolita. Tal
resultado se debe a las diferencias encontradas en los grados de adsorcion de las
moléculas sulfuradas. En este sentido, se encontré que sobre alimina existia una
mayor interaccion entre DBT y los grupos superficiales, lo cual permite una mayor
disponibilidad del sustrato para las bacterias biodesulfuradoras. La comparacion a
tiempos mayores no pudo ser realizada entre los tres soportes debido a que para
el caso de la alimina no se determiné su andlisis cromatografico. No obstante, la
comparacién entre los soportes silice y sepiolita, a tiempos de 24 y 48 hrs de
reaccion, confirman que la actividad de BDS es dependiente del grado de
interaccion entre el soporte y la molécula sulfurada.

El andlisis de los resultados de la actividad determinada para 4,6-DMDBT a
las 12 horas de reaccion muestra que estos decrecen en el orden de silice,
sepiolita y alimina. Estos resultados sugieren que sobre silice existiria una mayor
interaccion entre los sustratos sulfurados y el soporte lo que implicaria una mayor
cantidad de 4,6-DMDBT adsorbido y disponible para ser biodesulfurado. No

obstante, como no fue observada alguna diferencia significativa en los valores de
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adsorcion de este sustrato sobre los tres soportes, se sugiere que las diferencias
en actividad estaran mas bien relacionadas con la afinidad de las bacterias por la
adhesion a los soportes y no por la adsorcion de los compuestos sulfurados. En
este contexto, ha sido demostrado que la mayor interaccion fue determinada
cuando se utilizaron sepiolita y silice como materiales adsorbentes (Dinamarca y
col. en el 2010). Tal comportamiento concuerda con los resultados de actividad
encontrados a mayores tiempos de reaccion, con excepcion de la alimina donde a
un tiempo de 24 hrs aumenta su capacidad de degradacion. Esto podria ser
explicado debido a que a este tiempo de reaccidbn permanecieron una mayor
cantidad de moléculas sulfuradas sobre la superficie del solido, lo cual permitié
una mayor biodisponibilidad hacia las bacterias.

Los resultados de gasoil muestran que a pesar que se observaron valores
de actividad de BDS estos son menores en comparacion a los sustratos modelos
como DBT y 4,6-DMDBT. Esta diferencia estaria relacionada con la variedad de
compuestos que componen el gasoil. En este sentido, es posible que se
necesitaran un nimero mayor de bacterias o un tiempo mayor de reaccion, para
llegar a valores de actividad superiores. No obstante, como este trabajo tiene por
objetivo la comparacién de distintos sistemas con diferente naturaleza, los valores
obtenidos permiten encontrar diferencias que son significativas para su analisis.
En este sentido, es posible observar que la mayor biodesulfuracion se llevo a cabo
en el sistema de gasoil sobre sepiolita a los tres tiempos de reaccion ensayados,

disminuyendo en un 7% la cantidad de azufre existente. Por otro lado silice, si bien
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logra una biodesulfuracion efectiva, alcanza valores cercanos al 5%, mientras que
en alimina no se observa actividad de BDS de gasoil.

Los resultados sugieren que las diferencias superficiales de los soportes
utilizados influyen en la actividad biodesulfuradora bacteriana, tal como lo fue
planteado anteriormente. En este contexto, las bacterias tienen una mejor
adherencia sobre sepiolita que sobre silice, lo que explicarian las diferencias
encontradas en los valores de actividad. Si bien es cierto, la disminucion de la
capacidad de BDS observada en los sustratos sulfurados fue establecida sobre la
base de disminucién de su concentracion, no es posible descartar una disminucion

en los valores de actividad metabodlica de las bacterias adheridas.

E. Determinacion de la selectividad de adsorcion.

Los resultados de selectividad de adsorcion muestran que existe una
afinidad por parte de los tres soportes a la adsorcion de DBT. Tal comportamiento
puede deberse a que cuando existe una adsorcion competitiva, en donde un
soporte se encuentra en presencia de DBT y 4,6-DMDBT conjuntamente, existe
una mayor repulsion entre las moléculas de 4,6-DMDBT por causa de la presencia
de los grupos metilos. Asimismo, DBT es un compuesto que es mucho mas
soluble en hexadecano que 4,6-DMDBT, por lo que la disolucion de ambos
compuestos en un mismo solvente disminuiria su capacidad de disolucion. El alto
valor de selectividad encontrado en el soporte alimina se relaciona con la mayor

interaccion de este soporte con el DBT.



63

Los soportes silice y sepiolita serian mas eficaces en la adsorcion de DBT
y 4,6-DMDBT en forma competitiva, ya que no presentan una selectividad tan
definida hacia uno de los compuestos como en el caso de la alimina.

F. Determinacion de la selectividad de BDS.

Las diferencias encontradas en la selectividad de BDS muestran que los
valores estan muy relacionados con el grado de interaccion entre el soporte y la
molécula sulfurada. En este sentido, es posible observar que el mayor valor de
selectividad hacia DBT fue obtenido sobre alimina, mientras que la mayor
selectividad hacia 4,6-DMDBT fue obtenida en silice. Esto permite suponer que la
actividad de BDS de DBT depende de la cantidad de sitios activos, mientras que
en el caso de 4,6-DMDBT depende de la fuerza acida. En el caso de DBT, el valor
de selectividad obtenido permite suponer que este soporte tiene también un valor

mayor de fuerza acida mas que de sitios activos.
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Conclusiones.
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La comparacion de los diferentes tamafios de particulas demuestra que
utilizando un rango de 1,18 — 2,00 mm existe una mejor adsorcion de los
compuestos azufrados que a un tamafio menor, debido a una mayor superficie

de contacto disponible.

La adsorcion de DBT demostr6 ser dependiente del soporte utilizado,
encontrandose la mayor concentracion sobre alimina. En el caso de
4,6-DMDBT y de gasoil su adsorcion fue similar en todos los soportes en

estudio.

La medicion de ME demuestra que es posible determinar la existencia de
sustratos sulfurados adsorbidos sobre soportes inorganicos, de manera

complementaria a las medidas cromatogréficas.

La mayor actividad observada de BDS de DBT, 4,6-DMDBT y gasoil sucede

sobre los soportes alimina, silice, y sepiolita respectivamente.

Las diferencias encontradas en los valores de actividad de BDS son
dependientes de la interaccion del soporte con las distintas moléculas

azufradas y de la capacidad de adsorcion de las bacterias.

En presencia de ambos sustratos la mayor selectividad de adsorcion y
biodesulfuracion de DBT y 4,6-DMDBT fue obtenida cuando fueron utilizados

alumina y silice como soportes, respectivamente.



66

® Los resultados demuestran que la biodesulfuracion por adsorcidon en soportes
inorganicos, presenta una alternativa innovadora, para ser utilizada en la
eliminacion de moléculas sulfuradas adsorbidas en los procesos de

Desulfuracion por Adsorcion.
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ANEXOS

Anexo 1: Cromatografia del diesel utilizado en experimentacion con un

Cromatografo Gaseoso Shimadzu, modelo GC-2010 con detector FID y columna

capilar spb-5.
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En el anexo 1 se muestran los resultados de una cromatografia realizada al diesel
utilizado en experimentacion en donde: Feed A) Gasoil; Feed B) diesel ciudad;

1) DBT; 2) 4-metil-DBT; 3) 2-metil-DBT; 4) 4,6-DMDBT; 5) 3,6-DMDBT;
6) 2,4,6-trimetil-DBT; 7) 1,4,6-trimetil-DBT. Con la finalidad de conocer su
composicion



