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INTRODUCCION

Uno de los procesos que ha venido cobrando mayor importancia dentro de los complejos
industriales es el proceso de desulfuracidn, el cual consiste en reducir la cantidad de azufre (una
impureza contaminante) que se encuentra en el petréleo desde su formacién en el subsuelo. Este
azufre se encuentra como compuestos organosulfurados combinados con otros compuestos
quimicos, que si no se eliminan, al estar presentes en la combustion de los automdéviles o motores
a gasolina o diésel causaria corrosidn en los motores o envenenamiento del convertidor catalitico
del mismo y al mismo tiempo contaminaria el ambiente; ya que los dxidos de azufre son la fuente
principal de la lluvia acida [1].

Con el afan de controlar estas emisiones y minimizar sus efectos negativos se han
implantado en todo el mundo regulaciones muy estrictas en cuanto al contenido de azufre en
combustibles derivados del petréleo. En el 2008, a través de la NOM-086-SEMARNAT-SENER-SCFI-
2005 se establecié en México un promedio de 30 ppm y un limite de 80 ppm para la concentracion
de azufre en las gasolinas y un limite de 15 ppm para el diésel [2].

Entre los procesos para minimizar el contenido de azufre se encuentran la
hidrodesulfuracion (HDS) y la biodesulfuracién (BDS).

El proceso de HDS se considera parte de los procesos de purificacién durante el refinado
del crudo. Esta operacion se lleva a cabo a presioén alta de hidrégeno y temperatura de media a
alta empleando un catalizador de disulfuro de molibdeno con el fin de promover la reaccién del
hidrégeno con las impurezas organosulfuradas de la carga [1].

En cuanto al proceso de BDS, es aquel en el que se emplean microorganismos como
biocatalizadores para eliminar el azufre de los combustibles fésiles [3]. Con este proceso se puede
obtener la maxima rentabilidad utilizandolo de forma complementaria a un tratamiento previo
de HDS, en el cual se alcanzarian niveles de azufre en torno a 50 ppm y posteriormente por BDS
se podrian alcanzar niveles menores a 10 ppm [4].

El proceso de BDS es una tecnologia emergente de menor requerimiento energético que
la HDS, bajo condiciones de presién y temperatura mucho mas suaves. Por otro lado, la

produccién bacteriana es relativamente sencilla y econdmica significando el abaratamiento de
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costos de operacidn y disminucion en la complejidad de las instalaciones. Una de las principales
desventajas de este proceso, es el alto grado de especificidad de las enzimas encargadas del
metabolismo de los compuestos organosulfurados. Asimismo, es necesario usar fase acuosa, la
cual es imprescindible para la supervivencia del biocatalizador. Sin embargo, esto trae consigo
problemas de transferencia de masa de los compuestos a degradar, implicando una etapa de
separacion de fases al final del proceso [5].

Durante los procesos de HDS y craqueo catalitico se utilizan catalizadores que se degradan
debido al depésito de azufre e hidrocarburos ademas de la adhesion de metales como hierro,
niquel, cobre y vanadio, contenidos en los crudos. Estos materiales se adhieren a la superficie del
catalizador inhibiendo su funcién y por lo tanto estos pierden su eficiencia. En consecuencia, los
catalizadores agotados son desechados sin ningun tratamiento posterior convirtiéndose en
desechos sdlidos peligrosos de acuerdo a la norma oficial mexicana NOM-053-ECOL-1993 vy al
codigo de clasificacion de caracteristicas que contienen los residuos peligrosos y que significan:
corrosivo, reactivo, explosivo, toxico, inflamable y bioldgico infeccioso (CRETIB)[6].

Este trabajo se enfoca en aplicar la BDS al catalizador agotado proveniente del proceso de
HDS buscando la remocién del azufre depositado sobre el area superficial; lo que disminuiria
costos de la HDS al poder reutilizar el catalizador y al mismo tiempo reduciria la contaminacion

ambiental que se produce con el desecho de los catalizadores agotados.
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1. ANTECEDENTES

1.1 PROCESOS DE DESULFURACION DE FRACCIONES DEL PETROLEO

1.1.1 Hidrodesulfuracion (HDS)

El hidrotratamiento se utiliza para eliminar alrededor del 90% de los contaminantes, como
nitrégeno, azufre, metales e hidrocarburos insaturados (olefinas), de las fracciones de petréleo
liquidas. En este proceso se utiliza el hidrégeno y un catalizador para enriquecer el contenido de
hidrégeno de la carga de las olefinas. Normalmente se realiza antes de llevar a cabo otras
transformaciones (como la reforma catalitica), para que el catalizador no se contamine con la
carga de material no tratado.

La HDS es el proceso que elimina Unicamente los compuestos organosulfurados de las
fracciones del petrdleo elegidas y satura cualquier tipo de olefinas, reduciendo los compuestos
aromaticos asi como las caracteristicas que van a favorecer la formacion de gomas [1].

En la HDS, la carga se desairea, se mezcla con hidrégeno, se precalienta y se hace pasar a
alta presién por un reactor catalitico de lecho fijo. La mayoria de estas reacciones con tratamiento
de hidrégeno se llevan a cabo por debajo de los 425 °C para minimizar el craqueo, asi que la
alimentacion del reactor se calienta entre 260 y 425 °C. La presidn varia entre 5 y 10 MPa,
dependiendo del rendimiento requerido. El hidrégeno se separa, se recicla y el producto se
estabiliza en una columna de destilacién primaria donde se eliminan los residuos ligeros [2]. El
proceso de HDS se esquematiza en la figura 2.1.

Los compuestos de azufre contenidos en la fraccién tratada se convierten en acido
sulfhidrico (H2S) en el reactor de fase primaria por medio de un catalizador de disulfuro de
molibdeno o de tungsteno (MoS; o WS;) promovidos con niquel o cobalto, o bien se han utilizado
catalizadores trimetalicos de molibdeno, tungsteno y alguno de los metales promotores, entre
ellos los disulfuros de Co(Ni)MoW soportados en alimina [3]. También se usan 6xidos de W, Nb
y Ti en base de alumina o silice en funcién del proceso de HDS que se utilice [4].

El acido sulfhidrico y el amoniaco residuales se eliminan por arrastre con vapor, mediante

un separador combinado de alta y baja presidn o bien por medio de un lavado con aminas que



recupera el acido sulfhidrico en una corriente altamente concentrada apta para la conversion en

azufre elemental [5] que posteriormente se separa a través del método de Claus.

Figura 1.1. Esquema del proceso de hidrodesulfuracién [2].

En el caso de destilados de bajo y medio punto de ebullicién, las condiciones tipicas de
reaccidn van de 300-400 °Cy 0.7-5 MPa de presién de hidrégeno [2].

En general, cuanto mayor es el contenido de compuestos organosulfurados la
temperatura de ebullicidn es mayor y condiciones de operacion mas severas se requieren para
llevar a cabo la desulfuracién implicando el uso de catalizadores mas eficientes. Estos
requerimientos encarecen el costo final del proceso, por un lado, demandando alto consumo
energético en funcién del grado de complejidad y aromaticidad de los compuestos
organosulfurados, y por otro, demandando optimizar la eficiencia de los catalizadores en su
actividad y selectividad catalitica [2]. Se ha reportado que la presion parcial de H,S tiene un efecto
inhibidor de la actividad y selectividad catalitica en reacciones de desulfuracién que demandan

condiciones estrictas [6].



Por otro lado, también se hace necesario utilizar tecnologias alternativas o
complementarias como pueden ser los procesos de desulfuracidn oxidativa en presencia de H,0,,
terc-butil hidroperéxido (TBHP), perdcidos y ozono [7], lavados cdusticos y procesos de

biodesulfuracion [2].

1.1.2 Desulfuracion oxidativa (ODS por sus siglas en inglés)

El proceso de ODS es una alternativa para producir diésel de bajo contenido de azufre,
menos del 0.0015%. Se lleva a cabo en mezclas de fase liquido-liquido, liquido-sdlido o en sistema
trifasico, utiliza diversos oxidantes y catalizadores. Se ha demostrado que los compuestos
organosulfurados pueden ser transformados a sulféxidos y posteriormente a sulfonas (figura 2.2),
las cuales se pueden eliminar por medio de extraccién/adsorcion debido a su alta reactividad a la

oxidacion [8].

AR =R =CF

4.6 DMDEBET Sulfdxido Sulfona

Figura 1.2. Esquema de la reacciones organoazufre en desulfuracién oxidativa [8].

En la figura 2.3 se muestra una molécula organoazufre modelo 4,6 dimetildibenzotiofeno
(4,6 DMDBT) en un solvente matriz (n-hexadecano) representando los hidrocarburos contenidos
en el diésel (fase no polar). En esta fase se supone que la reaccién de oxidacion no se puede llevar
a cabo, por esta razén es necesario utilizar un solvente extractor (gama butirolactona) para que
exista una transferencia de la molécula modelo a la fase polar (los hidrocarburos permanecen en
la fase no polar). Una vez que el 4,6 DMDBT se encuentra en la fase polar se adiciona un agente
oxidante, perdxido de hidrégeno y el catalizador (uno de los utilizados es el MoS;), llevandose a
cabo la reaccién de oxidacion del 4,6 DMDBT formando sulféxidos y posteriormente sulfonas.
Simultdneamente sucede una reaccién secundaria donde el perdxido de hidréogeno se

descompone formando agua y oxigeno [8].



Figura 1.3. Esquema de la desulfuracion oxidativa [8].

1.1.3 Biodesulfuracion (BDS)

El proceso de BDS del petréleo y fracciones petroliferas comenzé a utilizarse a mediados
de los afios 50 del siglo pasado [9] aunque sin demasiado éxito. Sin embargo, a finales de los afios
70 diversas organizaciones, como el Departamento de Energia de Estados Unidos, comenzaron a
promover trabajos en esta drea obteniendo asi importantes avances [10]. A lo largo de los afios
80 se identificaron bacterias con la capacidad de liberar azufre procedente de las moléculas
organosulfuradas de dibenzotiofeno (DBT) sin afectar a la cadena carbonada. A lo largo de la
década de los afios 90 gracias al estudio de la bacteria Rhodococcus erythropolis IGTS8 se lograron
avances importantes. Esta bacteria posee la capacidad de metabolizar el azufre de forma
selectiva, eliminandolo en forma de sulfato. EI DBT lo transforma en 2- hidroxibifenilo (HBP) [11],
de este modo el valor energético y las propiedades del combustible no resultan afectadas.

Los procesos de BDS pueden clasificarse de acuerdo al tipo de metabolismo que llevan a
cabo los microorganismos diferenciando metabolismo anaerobio (reductivo), aerobio (oxidativo)
y aerobio facultativo (mixto), en funcién de la presencia o ausencia de oxigeno ya que este actla
como aceptor de electrones en el proceso [12]. Otra clasificacion de estos procesos queda en
funcién del mecanismo de degradacion de la molécula de DBT, en la cual se pueden diferenciar
dos mecanismos [2]:

- Degradacién de DBT con ruptura de enlace C-C, donde se encuentran los mecanismos

destructivos y semidestructivos.



- Degradacion de DBT con ruptura de enlace C-S, donde se engloban los mecanismos no

destructivos.

1.1.3.1 Degradacion de DBT con ruptura de enlace C-C

-Biodesulfuracion anaerobia

Algunas bacterias poseen la capacidad de eliminar azufre de compuestos organicos en
ausencia de oxigeno (desulfuracién reductiva), sin embargo los niveles de reduccién de azufre no
son importantes [13].

La bacteria Desulfovibrio desulfuricans M6, es capaz de degradar el 96% de benzotiofeno
(BT) y el 42% de DBT, de modo que convierte el DBT y BT, en bifenilo y dcido sulfhidrico [14].

Algunos microorganismos anaerobios como Desulfomicrobium scambium y Desulfovibrio
longreachii muestran actividad catalitica de desulfuracion de DBT de sélo el 10%, aunque se han
registrado metabolitos que no han podido ser identificados indicando asi que la ruta de
degradacion seguida es distinta a la ruta habitual de este tipo de bacterias [15].

La principal desventaja de esta técnica es el mantenimiento de los procesos de BDS
anaerdbica pues son extremadamente complejos. Ademas, la actividad de la mayoria de las cepas
gue han sido reportadas muestra poca afinidad por DBT [16,17].

-Biodesulfuracién aerobia

Los primeros estudios sobre procesos de BDS aerobia destacaron la habilidad de las
bacterias para consumir compuestos tiofénicos como fuente de energia [2]. Algunas bacterias
pueden utilizar DBT como fuente de carbono a través de una ruta que implica varias etapas
oxidativas [18, 19, 9]. El fundamento de este proceso es la ruptura del enlace de uno de los anillos
aromaticos mientras que el azufre no resulta liberado de la molécula. Este tipo de desulfuracion
es considerado un proceso destructivo. A esta ruta de destruccion oxidativa debido a la accién de
un mecanismo enzimatico sobre los atomos de carbono del anillo aromatico se le conoce como
ruta de Kodama [12] y consta de tres etapas: hidroxilacidn, ruptura del anillo aromatico e
hidrdlisis. Por medio de esta ruta el azufre es eliminado como 3-hidroxi-2-formilbenzotiofeno,
HFBT. A este tipo de biocatalizadores se les considera como semidestructivos [2]. El esquema de

dicha ruta se muestra en la figura 2.4. El grupo de Monticello demostrd que la ruta de Kodama
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para la degradacion de DBT se asocia con un plasmido presente en al menos dos especies de

Pseudomonas: P. alcaligenes y P. putida [9].

Figura 1.4. Ruta de Kodama de la BDS aerobia [2].

La bacteria Brevibacterium D.O. [20] puede consumir DBT como fuente de carbono, azufre
y energia durante su crecimiento. La ruta de degradacién de DBT es distinta a la ruta de Kodama,
y parcialmente similar a la ruta 4S (Apartado 2.1.3.2). A través de esta ultima, el DBT es
transformado en dibenzotiofeno sulféxido (DBTO) y posteriormente a dibenzotiofeno sulfona
(DBTO3). En la ultima etapa de la ruta (figura 2.5) el DBTO; es convertido en benzoato y finalmente
mineralizado a agua y didxido de carbono. Estos se consideran biocatalizadores destructivos [2].
Por su parte, la bacteria Anthrobacter K3b (también Ilamada DBTS2), puede transformar DBTO;
pero no DBT a sulfato y benzoato [21] haciendo uso de la misma ruta que Brevibacterium D.O.,
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en la cual la desulfuracion lleva asociada una ruptura del anillo aromatico [22, 23]. Por otro lado,
se han aplicado hongos sobre DBT y estudiado su degradacion. Cunnighamella elegans muestra
la habilidad de metabolizar DBT a DBTO, y finalmente a DBTO, su ruta se detiene en ese punto

[24].

C0O4, H2O

Figura 1.5. Degradacion tipica de DBT por biocatalizadores destructivos [2].

1.1.3.2 Desulfuracion de DBT con ruptura de enlace C-S

La ruta metabdlica especifica para la desulfuracion de DBT consta de cuatro pasos
enzimaticos en serie, catalizados por las enzimas DszA, DszB, DszC y DszD para obtener un
producto final libre de azufre, el 2-hidroxibifenilo (HBP) [24]. En la figura 2.6 se muestra este
mecanismo enzimdtico, conocido como ruta 4S. Se conoce una amplia variedad de
microorganismos capaces de eliminar selectivamente DBT o sus derivados a través de esta ruta.
A través del uso de técnicas de screening, Kilbane y col. aislaron la bacteria Rhodococcus
erythropolis IGST8 (también conocida como R. rhodochrous) y Bacillus sphaericus 1GTS9, siendo
la primera la mas estudiada por su capacidad desulfurante [25]. Entre los microorganismos
capaces de llevar ODS estan Agrobacterium MC501 [26], Mycobacterium G3 [27], Gordona CYKS1
[28], Klebsiella [29], Xanthomonas [26], Nocardia globelula [30], y bacterias termofilas como
Paenibacillus [31]. El uso de bacterias termofilas es interesante ya que mejora los rendimientos
de desulfuracién y la temperatura a la cual se desarrolla el proceso es préxima a la utilizada en

los procesos de HDS [2].
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Figura 1.6. Ruta 4S de la BDS de DBT [2].



1.1.4 Procesos de biodesulfuracion

1.1.4.1 Biocatalizadores

Los biocatalizadores pueden referirse tanto a enzimas aisladas o extractos celulares como
a células enteras, en las que se mantiene intacta su estructura. También se pueden clasificar en
funcién de la disposicion en el reactor como biocatalizadores libres los cuales se van a encontrar
mezclados con el sustrato formando una suspensién homogénea, o como biocatalizadores
inmovilizados los cuales quedan fijos a la superficie de un soporte insoluble [2].

El principal objetivo de la investigacidén en procesos de biodesulfuracion es el desarrollo
de un proceso comercial para tratar el petréleo. Por tanto, se ha estimado que la actividad del
biocatalizador necesaria para su éxito comercial debe ser de 1.2 a 3 uM DBT convertido/ g

biocatalizador/h [32,33].

1.1.4.2 Formas de operacion

Los procesos de BDS en condiciones aerobias pueden llevarse a cabo mediante tres formas
de operacidn: sistemas con células en crecimiento, sistemas libres de células y sistemas de células
en reposo [2].

- Sistemas de células en crecimiento

En este sistema, el microorganismo utiliza como Unica fuente de azufre el compuesto que
es susceptible de ser desulfurado. De modo que la velocidad de crecimiento de las células
dependerd de su capacidad de extracciéon del azufre del DBT permaneciendo las enzimas
desulfurantes con una actividad constante. El crecimiento se lleva a cabo en tanque agitado [30,
31, 34-49]. El proceso se puede realizar tanto en fase acuosa (el DBT estd en suspension) o bien
en un medio bifasico (mezcla agua/petréleo) con el DBT disuelto en la fase organica. En algunos
trabajos se ha empleado un disolvente organico modelo como el dodecano [2].

Caro y colaboradores estudiaron la influencia de la proporcidn de fase organica sobre P.
putida CECT5279, con hexadecano, DBT y MgS0O. como fuente de azufre. Hasta 50 % v/v de

hexadecano, el crecimiento no se ve afectado significativamente al utilizar MgS0Oa, pero se
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observd un efecto negativo al utilizar DBT, la produccién de biomasa y el rendimiento de
desulfuracion bajo debido a la limitada transferencia de DBT de fase acuosa a fase organica [48].

- Sistemas libres de células

Los experimentos de BDS que utilizan sistemas libres de células son muy escasos, pero han
conseguido demostrar que es posible llevar a cabo la desulfuracidon de DBT utilizando extractos
celulares [50,51]. Dada la complejidad de este proceso pareciera inviable desarrollarlo a escala
industrial siendo una opcidn el uso de células enteras [52]. Sin embargo, el uso de sistemas libres
de células presenta la ventaja de requerir cantidades minimas de agua o aun funcionar en
sistemas anhidros como las que se encuentran en fases orgdnicas, por esta razén presentan
minimos problemas de transferencia de materia pero las enzimas son muy sensibles y se
desactivan rapidamente, especialmente en contacto con disolventes organicos [2].

-Sistemas con células en reposo

Los sistemas de células en reposo o "resting cell" son los mas estudiados [31, 39, 49,50,
53-65]. Las células crecen en medio de cultivo induciendo la sintesis de enzimas de desulfuracion,
el crecimiento se detiene en un punto elegido y por centrifugacién se separan las células. Se
conservan intactos los sistemas enzimaticos celulares mientras que las células crecidas se
conservan en estado de latencia y pueden ser reactivadas si se aportan los nutrientes adecuados
[2]. Se trabaja en sistemas de fases inmiscibles: una fase acuosa, para mantener la viabilidad del
microorganismo y su actividad, y una fase orgdnica que disuelve al compuesto organosulfurado.
Generalmente, se usan condiciones acuosas o fracciones organicas no superiores al 25% debido
a que la solubilidad de DBT en agua es del orden de 0.005 mM y por tanto la biodisponibilidad de
este compuesto al microorganismo es muy baja. Luo y colaboradores han reportado que la
conversion de DBT depende de manera directa de la fraccidén organica utilizada en el ensayo [66].
La biodisponibilidad de estos compuestos organicos e hidréfobos es un parametro fisico-quimico
critico en el rendimiento de degradacién obtenido [67].

La reaccién de oxidacidn se realiza en el citoplasma celular, por lo tanto DBT debe ser
transportado de la fase organica a la célula. Esta es la mayor limitante en los procesos bifasicos
de BDS [68, 69]. Este proceso de transporte queda descrito como una secuencia de etapas. En la

primera, el DBT, en fase organica, se transfiere a la fase acuosa donde alcanza el interior celular
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y entra en contacto con las enzimas implicadas en la ruta 4S, convirtiéndose en HBP.
Posteriormente, esta molécula sale del interior celular y se transfiere a la fase organica [32].

La bacteria R. erythropolis 1GTS8 mostréd capacidad desulfurante baja al utilizar
proporciones superiores al 50% v/v de fase orgdnica y a partir de 75% v/v no se registrd
conversidon [68]. Por otra parte, también se han llevado a cabo estudios de los efectos de
inhibicién en el proceso de biodesulfuracién en resting cell utilizando un medio acuoso. En el caso
de P. putida CECT5279 no presenta disminucion del rendimiento de desulfuracién al aumentar la

concentracion de HBP [48].

1.1.4.4 Nuestro sistema de estudio

En el 2010 se aislaron e identificaron 19 cepas de bacterias provenientes de aguas
termales de México. Entre sus aplicaciones se encontrd la BDS ya que pueden crecer en DBT
produciendo 2-hidroxibifenilo. Los experimentos de BDS fueron llevados a cabo en un volumen
de 5 mL de medio salino con DBT en una relacién de 0.05% v/v a pH 7, 55 °C, 150 rpm por 12 dias
[74]. De las 19 cepas reportadas, ver tabla 1, se seleccioné Geobacillus thermoglucosidasius (GT)
debido a que presentd alta degradacion de DBT y al mismo tiempo el mayor porcentaje de
actividad emulsificante, pardmetro importante para llevar a cabo la BDS. Por lo cual, en el
presente trabajo se utilizara esta cepa para probar su capacidad de llevar a cabo la desulfuracién

de la superficie del catalizador agotado por uso continuo en el proceso HDS de una refineria.

Tabla 1.1. DBT convertido a 2-HBP por bacterias termofilas [74].

Actividad Degradacion de
Cepa Coincidencia emulsificante DBT a 2-HBP
(%) (mg/L)
CCR1  Geobacillus debilis 5 2.8
CCR2  Geobacillus 7.5 2.7
thermoglucosidasius
CCR3  Anoxybacillus kamchatkensis 1.8 2.9
CCR4  Anoxybacillus rupiensis 5 0.7
CCR7 Geobacillus toebii 5 1.8
CCR10 Geobacillus subterraneus 0 1.9
CCR11 Geobacillus thermoleovorans 3.7 2.1
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1.2 CATALIZADORES DESACTIVADOS

Una de las soluciones para disponer de manera segura los catalizadores agotados, ver
figura 2.7, es la eliminacion de carbdn con aire o una mezcla de nitrégeno-aire a condiciones
controladas [75]. Sin embargo, las impurezas metalicas permanecen sobre el catalizador como
una barrera de difusién, por lo que los metales solamente pueden eliminarse mediante
tratamientos que se usan en los procesos extractivos, tales como la hidro-metalurgia y la piro-
metalurgia [76].

La desactivacién del catalizador es una subdisciplina importante en la ciencia de la
catdlisis. Hay tres caminos principales que llevan a la desactivacion de los catalizadores en el
reformado de gas natural: envenenamiento por compuestos de azufre, sinterizado del soporte y

fase activa, y formacion de carbon [77].

Figura 1.7. Catalizador de HDS, MoS; soportado en alimina, agotado.

Los metales de transicion forman compuestos de coordinacién muy estables con
moléculas conteniendo azufre, como son: acido sulfhidrico, sulfuro de carbono, metanotiol,
etanotiol, dimetil sulfuro, tiofeno, sulfuro de cobalto [78, 79]. Si bien todos los procesos
industriales cuentan con equipo de tratamiento para eliminar estos componentes, aun
concentraciones de partes por milldn pueden acortar drasticamente la vida util de los
catalizadores significando elevacién de los costos de HDS. [80].

Los catalizadores desactivados o agotados pueden someterse a tratamientos de reciclado.
Estas tecnologias deben clasificarse de acuerdo al agente causante de la remocién del metal de

interés, en quimicos y bioldgicos [81]. Una de estas tecnologias recupera los metales de
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catalizadores HDS agotados usando sulfuro de carbono, etanol, benceno e hidréxido de sodio
[82]. Sin embargo, el costo de operacién contra el porcentaje de metal recuperado sefiala nula
viabilidad de este método. En cuanto a los tratamientos bioldgicos, todas las interacciones entre
los microorganismos y los metales u otros elementos como C, N, Sy P son parte fundamental de
los ciclos biogeoquimicos. Los mecanismos que los microorganismos usan para extraer los
metales contaminantes son: biosorcién, bioacumulacidn, biomineralizacién, biotransformacion y
guimisorcion [81]. También se conocen resultados de lixiviacion de metales de los catalizadores
desactivados por algunos microorganismos [83-87] pero no se ha encontrado en la literatura
informacién sobre la reactivacién de catalizadores por medio de microorganismos y en esto se

enfoca el presente trabajo.
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2. JUSTIFICACION

La industria petrolera genera grandes cantidades de desechos, provenientes de los
procesos cataliticos involucrados en la refinacién del petréleo. Durante los procesos de
refinacion, los catalizadores se van saturando de compuestos y iones metalicos reduciendo asi su
eficiencia. En algunos casos, los catalizadores agotados son tratados quimicamente para disminuir
la cantidad de sustancias adheridas a su superficie y asegurar su posterior disposicién.

El peligro que representan los catalizadores agotados para la salud radica en su alto
contenido de metales, los cuales pueden ser altamente tdxicos para los seres vivos. Si éstos no
son dispuestos o tratados de manera adecuada se corre el riesgo de que los metales se dispersen
y contaminen cualquier ecosistema.

Se han llevado a cabo numerosos estudios sobre la desulfuracién de los hidrocarburos por
medios quimicos y bioldgicos, asi también para la remocién de metales de los catalizadores
desactivados, pero en cuanto a la regeneracién de los catalizadores agotados existe muy poca
informacién y mucho menos sobre la utilizacién de bacterias para reactivar catalizadores
agotados. Por lo mencionado anteriormente, este proyecto de investigacion permitira abundar
en el estudio de la actividad biodesulfurante de la bacteria Geobacillus thermoglucosidasius (GT)
sobre el catalizador agotado MoS; procurando dar valor agregado a dicho desecho de las

refinerias.

3. HIPOTESIS

Al ser GT un microorganismo capaz de realizar la BDS del DBT, podria eliminar el azufre

acumulado en la superficie del catalizador MoS; agotado.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la desulfuracidn del catalizador agotado MoS; por GT.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar la BDS del DBT por GT.

e Establecer las condiciones para la BDS del catalizador agotado.

e Obtener la cinética de crecimiento de GT en la BDS del catalizador agotado.

e Caracterizar el catalizador agotado en cuanto a su contenido de azufre y area superficial,
antes y después del proceso de BDS.

5. METODOLOGIA

En esta seccidon del presente texto se explica como se planteé la estrategia experimental
para obtener datos de manera sistematica, analizarlos y poder contrastarlos con la hipdtesis
planteada para llegar a la conclusién correspondiente. Se planed trabajar en 3 partes esta tesis:
primero la desulfuraciéon del dibenzotiofeno (DBT), segundo establecer y llevar a cabo la
metodologia para la biodesulfuracién del catalizador desactivado y la tercera parte se enfocd en

la caracterizacion del catalizador desactivado.

5.1 OBTENCION DE LA CEPA DE GT

La cepa de GT fue proporcionada por la Dra. Rosamaria Oliart Ros, de la Unidad de
Investigacion y Desarrollo en Alimentos (UNIDA), Instituto Tecnoldgico de Veracruz, Veracruz.
Esta cepa fue aislada de “El Carrizal” un lugar de aguas termales ricas en azufre que se encuentra
en 19° 19 00" latitud norte, 96° 38" 40" longitud oeste, a 250 metros sobre el nivel medio del

mar, junto al rio Pescados-La Antigua[1].

5.2 REACTIVACION DE LA CEPA DE GT
Se tomaron 100 uL de la cepa contenida en medio liquido Luria Bertani (LB; anexo A [1]) e

inocularon en 6 tubos de ensayo con 2 mL de medio LB cada uno, los cuales se incubaron a 55°C
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y 150 rpm por 24 h. Después de las 24 horas de crecimiento la biomasa se mezclé en glicerol al
80% (1:1 v/v) y se almacend en congelacion.

Se utilizé una incubadora con agitacion marca New Brunswick Scientific de la serie Excella
E24, y la esterilizacién de los medios de cultivo y materiales de la experimentacién se realizé a

121° por 15 minutos en una autoclave vertical, marca Geo-Lab.

5.3 CRECIMIENTO DE GT CON 3 FUENTES DE AZUFRE EN MEDIO SALINO.

Se prepard un medio de sales cuya composicion se sefiala en el anexo B. En un volumen
de este medio se agregd un inoculd de 10% del volumen total y 0.05% de volumen de la fuente
de azufre (500 ppm) disuelta en N, N-dimetilformamida. Se incubd a 55°C y 150 rpm para
determinar su cinética de crecimiento cada 24 h por 12 dias. El crecimiento celular fue medido
mediante el monitoreo de la densidad oéptica a 600 nm para lo cual se utilizé un
espectrofotémetro UV/VIS Cole-Parmer, modelo EW-83059-10 [1]. Las fuentes de azufre

ensayadas son: dibenzotiofeno (DBT), tiofeno (TF) y tiourea (TU).

5.4 DESULFURACION DE DBT POR MEDIO DE GT EN MEDIO SALINO Y MEDIO LB.

De las muestras de GT en congelacion se inoculé en medio LB y se incubd por 24 h (55°C,
150 rpm). Pasadas las 24 h se inocularon dos medios: LB con TF y LB con TU, se dejaron en
incubacién 24 h (55°C, 150 rpm). De cada medio anterior se inocularon dos medios nuevos, de
sales con DBT y LB con DBT y se dejaron en incubacién por 40 h (55°C, 150 rpm). El crecimiento
celular fue medido mediante el monitoreo de la densidad 6ptica (600 nm) cada 4 h. El inoculo de
GT para estos ensayos fue del 10 % del volumen de medio de cultivo. EI TF, TU y DBT se utilizaron
al 5% del volumen de medio de cultivo con una concentracion de 500 ppm. Cada ensayo se realizd
por duplicado y con un control de crecimiento, el cual era un medio con las mismas condiciones
de cultivo pero que no contenia DBT.

Al finalizar los 4 experimentos, mediante centrifugacion, se separd la biomasa y los
sobrenadantes. La biomasa de los experimentos en medio LB se resuspendié en una mezcla de
solucién salina y glicerol (50% v/v) para su conservacion y uso posterior. Los sobrenadantes se

analizaron por cromatografia de gases para cuantificar la disminucién de la concentracién de DBT.

24



Para llevar a cabo la centrifugacion de los medios de cultivo se utilizé una centrifuga
refrigerada programable de la marca Thermo scientific modelo Megafuge 16R.

El analisis de los sobrenadantes se realizdé en un cromatdgrafo de gases 7890A de Agilent
Technologies acoplado a un detector de ionizacién de flama (FID) y equipado con muestreador
automatico. Se utilizé una columna capilar HP-5 (Agilent Tech) de 30 m de longitud, 0.320 mm de
didmetro, un espesor de pelicula de 0.25 um y limites de temperatura de -60° hasta 325°. El flujo
del gas acarreador N3 es de 3 mL/min y el volumen de inyeccion para cada muestra es de 1 pL con
Split 10:1. La temperatura para el inyector y el detector fue la misma 300°C. El programa de
temperatura para el horno fue el siguiente: 150°C por 1 min, 4°C/min hasta 170 °C, 20°C/min
hasta 240 °C y 30°C/min hasta 300°C por 1 min. El tiempo de retencién del DBT es de 7.088 min.
Todas las muestras se analizaron por triplicado. Las curvas de calibracién se encuentran en el

anexo C.

5.5 CINETICAS DE CRECIMIENTO DE GT CON EL CATALIZADOR AGOTADO

De la biomasa recuperada de la BDS, se inéculo (10% v/v) en medio LB que contenia
catalizador agotado (0.1 g), quedando dos tratamientos: biomasa recuperada cuyo indculo inicial
fue TF y TU respectivamente. Cada ensayo se realizd por triplicado y con un control de
crecimiento, el cual era un medio con las mismas condiciones de cultivo pero que no contenia
catalizador agotado.

La cinética tuvo una duracion de 30 h (55°, 150 rpm) y el crecimiento celular fue medido
mediante el monitoreo de la DO (600 nm). Después de este tiempo, se recuperd la biomasa
mediante centrifugacidn y se conservé en una mezcla de suero salino y glicerol (50% v/v) para su
segundo uso.

Se realizé una segunda cinética de crecimiento de GT con el catalizador agotado, utilizando
la biomasa recuperada de la primera cinética, se utilizaron las mismas condiciones que en la

anterior.
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5.6 CINETICA DE CRECIMIENTO DE GT CON DBT Y DBT MAS CATALIZADOR AGOTADO.

De las muestras de GT en congelacidn se inoculé en medio LB y se incubd por 24 h (55°C,
150 rpm). Pasadas las 24 h se inocularon dos medios: LB con TF y LB con TU, se dejaron en
incubacién 24 h (55°C, 150 rpm). De cada medio anterior se inocularon dos medios LB, uno con
DBT y otro con DBT y particulas del catalizador (0.1 g); se dejaron en incubacién por 50 h (55°C,
150 rpm). El crecimiento celular fue medido mediante el monitoreo de la densidad dptica (600
nm) cada 24 h. El inoculo de GT para estos ensayos fue del 10 % del volumen de medio de cultivo.
EI TF, TU y DBT se utilizaron al 5% del volumen de medio de cultivo con una concentracién de 500
ppm. Cada ensayo se realizd por triplicado y con un control de crecimiento, el cual era un medio
con las mismas condiciones de cultivo pero que no contenia DBT ni particulas de catalizador
agotado.

Al finalizar los 4 experimentos, mediante centrifugacion, se separd la biomasa y los
sobrenadantes. Los sobrenadantes se analizaron por cromatografia de gases para cuantificar la

disminucion de la concentracion de DBT.

5.7 DESULFURACION DEL CATALIZADOR AGOTADO MoS; POR GT.

De las muestras de GT en congelacion se inoculé en medio LB y se incubd por 24 h (55°C,
150 rpm). Pasadas las 24 h se inocularon dos medios: LB con TF y LB con TU. De cada medio
anterior se inocularon 4 medios nuevos que contenian DBT y particulas del catalizador agotado
(0.1 g), variando el tamafio (10y 20 %) y el tiempo de incubacion del indculo (12 y 24 h); se dejaron
en incubacion por 48 h (55°C, 150 rpm). El crecimiento celular fue medido mediante el monitoreo
de la densidad éptica (600 nm) cada 12 h.

EI TF, TU y DBT se utilizaron al 5% del volumen de medio de cultivo con una concentracién
de 500 ppm. Para cada ensayo se hicieron 10 repeticiones y su control de crecimiento, el cual era
un medio con las mismas condiciones de cultivo pero que no contenia DBT ni catalizador.

Al finalizar los 8 experimentos, mediante centrifugacién, se separd la biomasa y el
sobrenadante; este uUltimo se analizd por cromatografia de gases para cuantificar la disminucién

de la concentraciéon de DBT. La curva patrdn utilizada se muestra en el anexo D.
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Las particulas del catalizador agotado se secaron a 100 °C por 24 h para eliminar el exceso
de agua y posteriormente se caracterizaron a través de los siguientes técnicas: microscopia
electronica de barrido (SEM), espectroscopia de infrarrojo (IR) y fisisorcién de nitréogeno (método
BET). La tabla 5.1 seiala el numero de muestras obtenidas de estos experimentos y como cambia
el indculo en cada uno de ellos. La figura 5.1 muestra con mas detalle la metodologia utilizada

para la desulfuracion del catalizador agotado.

Tabla 5.1. Nomenclatura de las muestras resultantes

Muestra Fuente de azufre Tiempo de Volumen de inéculo
para el indculo crecimiento del (mL)
indculo (h)
TF 12-6 Tiofeno 12 6
TF 24-6 Tiofeno 24 6
TF 12-12 Tiofeno 12 12
TF 24-12 Tiofeno 24 12
TU 12-6 Tiourea 12 6
TU 24-6 Tiourea 24 6
TU 12-12 Tiourea 12 12
TU 24-12 Tiourea 24 12
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Figura 5.1. Metodologia para la desulfuracion del catalizador agotado MoS,.

5.8 DETERMINACION DE BIOMASA POR EL METODO DE PESO SECO

Esta determinacion se realizd para obtener el tamafio de indculo en mg/mL del que
resultase el mejor tratamiento de BDS del catalizador agotado, ya que no existe informacion al
respecto.

Se tomaron muestras de la solucidn que se inoculd en los 8 tratamientos descritos en el
apartado 5.5 y se colocaron en tubos de ensayo previamente pesados. Las muestras fueron
centrifugadas a 5500 rpm a 4°C por 15 minutos. Se elimind el sobrenadante y los tubos se
mantuvieron en el horno de secado a 105 °C hasta peso constante y se registraron los valores. Se

calculé el peso seco con la siguiente formula:

(peso tubo + muestra seca) — (peso inicial tubo)

peso seco =
volumen de muestra
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5.9 ANALISIS ESTADISTICO

Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA), de uno o dos factores (dependiendo del
ensayo realizado) para los datos obtenidos en cada cinética de crecimiento de GT con el fin de
evidenciar si hay o no diferencia significativa entre los dos tipos de indculo utilizados: TF y TU.
Para el analisis de los datos se utilizd el software Microsoft Excel 2013. En todos los casos se utilizo

un valor para alfa de 0.05.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

6.1 CRECIMIENTO DE GT CON 3 FUENTES DE AZUFRE EN MEDIO SALINO.

Para este ensayo se siguid la metodologia utilizada por Pinzén y colaboradores [1], se
utilizaron las mismas condiciones para evaluar el crecimiento en otras dos fuentes de azufre
aparte del DBT, las cuales fueron TF y TU. Se fijé el volumen de inéculo (10 %) de GT ya que no
estaba reportado en la metodologia.

Segun lo reportado, la BDS del DBT se llevaba a cabo durante 12 dias, pero en este ensayo
no hubo crecimiento de GT en DBT y por lo tanto no se realizé la BDS.

Para TF y TU el maximo crecimiento de GT se alcanzd a las 24 h y posteriormente el
microorganismo entré en las fases de latencia y muerte celular, por lo cual se decidié parar el
cultivo en el dia 6.

Debido al nulo crecimiento de GT en DBT, en la figura 6.1 se muestra la cinética de
crecimiento por 6 dias de GT con TF y TU. De acuerdo al analisis estadistico (Anexo E), no existe

diferencia significativa en el crecimiento de GT cuando se utilizan estas dos fuentes de azufre.

Figura 6.1 Cinéticas de crecimiento (6 dias) de GT en medio salino con 3 fuentes de azufre.
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6.2 DESULFURACION DE DBT POR MEDIO DE GT EN MEDIO SALINO Y MEDIO LB.

Debido a los resultados anteriores, se planted una nueva metodologia para la BDS del DBT:
la utilizacién de un preindculo que crecié 24 h antes en un medio con una fuente de azufre (TF o
TU) para la adaptacién del microorganismo.

En la figura 6.2 (a y b) se observa la cinética de crecimiento de GT en medio salino mas
DBT con preindculo crecido en TF y TU respectivamente. Se puede apreciar que el uso de un
preindculo beneficié el crecimiento de GT cuando se puso en contacto con el DBT, ya que hubo
crecimiento de 0.8 U de DO (600 nm) y en el ensayo anterior no. Sin embargo al realizarse el
analisis de los sobrenadantes mediante cromatografia de gases se descubridé que no se llevé a
cabo la BDS del DBT (tabla 6.1). Con base al analisis estadistico se puede afirmar que no hay un
mejor tratamiento para el crecimiento de GT con DBT en el medio salino (Anexo F).

Con base en la nula degradacién del DBT por GT en medio salina, se decidid utilizar el
medio LB para la BDS del DBT, ya que al ser un medio de cultivo mds nutritivo, se esperaba
obtener un mayor crecimiento de GT y por lo tanto que se llevara a cabo |la degradacién del DBT.
En la figura 6.2 (c y d) se observa la cinética de crecimiento de GT en medio LB mas DBT con
preindculo crecido en TF y TU respectivamente. Es notoria la diferencia en el crecimiento de GT
al usar este medio de cultivo ya que el mejor crecimiento alcanzé 2 U de DO (600 nm), mas del
doble de crecimiento de GT en medio salino. El analisis estadistico muestra que si hay una
diferencia significativa en el crecimiento de GT cuando se usan dos medios de cultivo diferentes
(Anexo G).

En la figura también se observa que GT alcanzo un valor mayor de DO (600 nm) cuando se
utilizo el preindculo crecido en TF. En contraste se obtuvo un mayor porcentaje de BDS del DBT
cuando se utilizo el preindculo crecido en TU (tabla 6.1). El andlisis estadistico muestra que no
hay un mejor tratamiento para el crecimiento de GT con DBT en medio LB (Anexo H); por lo
anterior no podemos establecer una relacion directamente proporcional entre el crecimiento de

GT y la degradacion del DBT pero podemos afirmar que GT realizé la BDS del DBT.
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Figura 6.2 Crecimiento de GT, medio salino (a, b) y medio LB (c, d) con preinéculo TF (a, c) y TU (b, d).

Tabla 6.1. Resultados de BDS del DBT

Muestras % BDS
GT + DBT/sales (preindculo TF) 0
GT + DBT/sales (preindculo TU) 0

GT + DBT/LB (preinéculo TF) 47.84
GT + DBT/LB (preinéculo TU) 53.08
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6.3 CINETICA DE CRECIMIENTO DE GT CON EL CATALIZADOR AGOTADO.

Una vez logrado que GT realizara la BDS del DBT, se recuperd la biomasa y se procedioé a
ponerla en contacto con el catalizador agotado. Esto se realizé con la finalidad de observar el
crecimiento de GT, ya que no hay antecedentes que reporten esta situacion, no se conocia la
capacidad del microorganismo de sobrevivir al contacto con el catalizador agotado.

En la figura 6.3 (a y b) se observa el crecimiento de GT en la primer cinética con el
catalizador, de lo cual se puede afirmar que GT puede sobrevivir al contacto con el catalizador
agotado.

Se realizé una segunda cinética de GT con el catalizador, que se muestra en la figura 6.3 (c
y d), el propdsito fue determinar si la biomasa se podia reutilizar después de estar en contacto
con el catalizador. Se puede observar que el crecimiento de la biomasa fue tres veces menor al
del crecimiento en la primera cinética para cada uno de los tratamientos, y de acuerdo al andlisis
estadistico si hay diferencia significativa en el crecimiento de GT entre el primer y segundo
contacto con el catalizador agotado; por lo antes mencionado no se reutilizé la biomasa de GT

para la BDS del catalizador agotado en los ensayos posteriores (Anexo ).
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Figura 6.3 Crecimiento de GT con catalizador agotado: primer cinética (a, b) y segunda cinética (c, d)
con preindculo TF (a, c) y TU (b, d).
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6.4 CINETICA DE CRECIMIENTO DE GT CON DBT Y DBT MAS CATALIZADOR AGOTADO.

Se realiz6 una cinética de crecimiento de GT, en la cual se puso en dos medios diferentes:

uno que contenia DBT y otro con DBT y particulas del catalizador agotado.

Este experimento se llevd a cabo para determinar si GT era capaz de crecer en medio LB

cuando estaba en contacto al mismo tiempo con DBT y con las particulas de catalizador agotado,

ya que anteriormente se puso en contacto por separado. En la figura 6.4 se muestra el

crecimiento de GT, podemos observar un comportamiento similar entre las dos graficas y entre

el crecimiento cuando solo se anadié DBT y cuando se afiadieron DBT y particulas del catalizador.

Los resultados del andlisis estadistico nos dicen que no hay diferencia significativa en el

crecimiento de GT cuando se utiliza DBT o DBT y particulas del catalizador (Anexo J).

Debido a lo anteriormente mencionado, se decidié utilizar el DBT junto con las particulas

del catalizador.
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Figura 6.4 Crecimiento de GT cuando se usa DBT y DBT mas catalizador: preindculo TF (a) y preinéculo
Tiourea (b).
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6.5 DESULFURACION DEL CATALIZADOR AGOTADO MoS; POR GT.

6.5.1 Crecimiento de GT en la BDS del DBT

Con base en los ensayos anteriores se establecid la metodologia para la desulfuracién del
catalizador agotado MoS; por GT: se decidié probar con dos volumenes de indculo (10 y 20 %),
dos tiempos de incubacion del indculo (12 y 24 h) y dos preindculos (TF y TU). Resultando en 4
tratamientos para cada tipo de indculo.

En las figuras 6.5 y 6.6 se muestran las graficas de crecimiento de GT para los dos
preinéculos, TF y TU respectivamente.

Los analisis estadisticos para esta seccion (Anexo K) muestran que no hay diferencia

significativa en el crecimiento de GT en alguno de los tratamientos.

6.5.2 Determinacion de biomasa por el método de peso seco

En la tabla 6.2 se muestran los valores de biomasa que se utilizaron para iniciar cada uno
de los 8 tratamientos para la desulfuracién del catalizador agotado. Para los tratamientos cuyo
volumen era el mismo, hubo mas biomasa en el indculo al crecer por 24 horas.

Esta determinacion se realizd para poder conocer el tamafio de inéculo en g/mL, en caso
de que se determine que GT es capaz de realizar la BDS del catalizador agotado MoS;, ya que no

hay antecedentes de esta informacion.

Tabla 6.2 Resultados de peso seco.
Tratamiento Peso seco (g/mL)

TF 12-6 3.333E-05
TF 24-6 3.667E-04
TF 12-12 1.750E-04
TF 24-12 3.500E-04
TU 12-6 7.333E-04
TU 24-6 8.167E-04
TU 12-12 4.000E-04
TU 24-12 6.000E-04
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Figura 6.5 Crecimiento de GT cuando se usa preindculo TF: a) 12-6, b) 24-6, c) 12-12 y d) 24-12.
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6.5.3 BDS del DBT por GT

Los sobrenadantes de los 8 tratamientos de BDS se analizaron mediante cromatografia de
gases y los resultados para cada tratamiento se muestran en porcentaje total de BDS y en mg/L
(tabla 6.3), esto con el fin de poder comparar nuestros resultados con los reportados por Pinzén
y colaboradores [1] quienes obtuvieron 2.7 mg/L de degradacion del DBT utilizando GT (tabla 1.1).
En los tratamientos en los que se llevd a cabo la BDS del DBT, los valores obtenidos en el presente
trabajo son mayores que los reportados, obteniéndose que el mejor tratamiento para la BDS del
DBT fue el de TU 12-6. Para los tratamientos de TF se observa que GT no realizé la BDS del DBT

cuando el indculo estuvo 24 h en incubacion.

Tabla 6.3. Resultados de BDS del DBT

Muestras % BDS Degradacion del DBT (mg/L)

TF 12-6 2.94 15.18
TF 24-6 0 0

TF 12-12 3.62 18.7
TF 24-12 0 0

TU 12-6 4.96 25.62
TU 24-6 2.09 10.79
TU12-12 201 10.39
TU 24-12 2.35 12.13

6.6 CARACTERIZACION DEL CATALIZADOR AGOTADO MoS;.
A continuacién se muestran los resultados de la caracterizacion del catalizador agotado
MoS;, comparando el catalizador sin tratamiento con cada uno de los catalizadores sometidos a

los 8 diferentes tratamientos de BDS.

6.6.1 Microscopia electronica de barrido (SEM por sus siglas en inglés).

Las muestras se analizaron en un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-7600F
perteneciente al Centro de Investigacién en Micro y Nanotecnologia (MICRONA), de la Universidad
Veracruzana. Se realizd un analisis SEM/EDS del catalizador agotado sin tratamiento y del
catalizador agotado después de los tratamientos de BDS y los resultados obtenidos en cuanto al

contenido de azufre (% atdmico) para cada uno de los puntos analizados se muestran en la tabla
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6.4. Los resultados del analisis EDS (anexo L) muestran que el catalizador contiene: C, O, Ni, Al, S
y Mo. El tratamiento con el que se obtuvo mayor porcentaje de degradacién de azufre atémico
fue el de TU 24-12 con un valor de 19.91%. Para los tratamientos de TF, no hubo degradacién de
S cuando el inéculo estuvo 12 h en incubacion, esto puede estar relacionado a que hay mas
elementos presentes en el catalizador y los microorganismos prefirieron consumirlos.

En 2015 Tavera Garcia realizo el de un catalizador gastado NiMoP mediante un sistema de
extraccion Soxhlet usando una mezcla de xilenos para remover el coque de la superficie del
catalizador, obteniendo una reduccion del 20% [2]; en el mismo afo Morales Coutino reporta un
37% de reduccién del coque depositado sobre un catalizador gastado NiMoP, utilizando el mismo

método de extraccion [3].

Tabla 6.4 Contenido de azufre en el catalizador agotado.
Muestras %S (atdmico) % Degradacion S

Sin BDS 70.07 ===

TF 12-6 71.75 0.00
TF 24-6 65.98 5.84
TF 12-12 70.45 0.00
TF 24-12 69.53 0.78
TU 12-6 61.03 12.90
TU 24-6 67.23 4.06
TU 12-12 60.49 13.68
TU 24-12 56.12 19.91

A continuacidn se muestran las micrografias obtenidas del catalizador agotado. La figura
6.7 muestra la morfologia del catalizador agotado sin ningun tratamiento, las figura 6.8 y 6.9
resumen las micrografias del catalizador después de los tratamiento de BDS cuyo inoculo inicial
fue TF y TU respectivamente. En todas las imagenes se distingue una estructura amorfa en las

particulas y no se observan cambios en la morfologia después de realizarse la BDS.
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Figura 6.7. Micrografia del catalizador MoS; sin tratamiento.

Figura 6.8 Micrografias del catalizador después de los tratamientos de BDS con preindculo TF: a) 12-6,
b) 24-6, c) 12-12 y d) 24-12.
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Figura 6.9 Micrografias del catalizador después de los tratamientos de BDS con preinéculo TU: a) 12-6,
b) 24-6, c) 12-12 y d) 24-12.

6.6.2 Fisisorcion de nitrégeno.

Las muestras se analizaron mediante un sortdmetro de la marca BELSORP-MAX-LP
perteneciente al Laboratorio Nacional de Nano y Biomateriales (LANNBIO), del CINVESTAV Mérida.
Las isotermas de adsorcion-desorcion de N, se muestran en la figuras 6.10 y 6.11, la primera
corresponde al catalizador sin tratamiento y la segunda muestra solo algunas isotermas del
catalizador después de la BDS debido a que las isotermas son similares en todos los casos, siendo
del tipo IV de acuerdo a la clasificacién propuesta por Brunauer, Emmett y Teller (B.E.T) y la IUPAC.
Isotermas de adsorcidon-desorcion de este tipo son comunes para materiales que contienen

mesoporos (didmetro de poro 2- 50 nm). Se observd que el fendmeno de histéresis existio entre
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las isotermas de adsorcion y desorcion en un dominio de presion relativa entre 0.5 a 0.95
aproximadamente. Todos los catalizadores analizados presentaron una histéresis del tipo H1, la
cual segun la clasificacion propuesta por de Boer corresponde a poros con una forma cilindrica 'y
seccion transversal constante. Con la informacidn anterior se puede asegurar que GT no puede
afectar en estas caracteristicas estructurales del catalizador ya que el tamafio de la bacteria se

encuentra en la orden de micrometros[4].

180
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0 0.5 1
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Figura 6.10. Isoterma de adsorcidn-desorcion del catalizador agotado sin tratamiento
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Figura 6.11. Isotermas de adsorcién y desorcion del catalizador agotado, tratamientos: a) TF 24-12, b)
TU 12-6, c) TU 24-6, d) TU 12-12.

En la tabla 6.5 se presentan las propiedades texturales del catalizador agotado antes y
después de la BDS. Cuando se observa una disminucién en los diametros de poro con respecto al
catalizador sin tratamiento, se observa un aumento en la capacidad de adsorcidon, viéndose
expresado en un aumento en el drea superficial con un porcentaje entre 16 y 22%. El tratamiento

con mayor porcentaje de aumento de area superficial fue TF 24-12 con un drea de 151.16 m?/g.
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Tabla 6.5. Caracteristicas texturales del catalizador agotado.

Tratamiento Area superficial %Aumentode Diametro de poro
(m?/g) area superficial (nm)
Catalizador sin BDS 123.69 9.52
TF 12-6 --- - -
TF 24-6 144.50 16.82 8.00
TF 12-12 150.00 21.27 7.69
TF 24-12 151.16 22.20 7.79
TU 12-6 146.15 18.15 7.60
TU 24-6 146.00 18.03 7.75
TU 12-12 56.591 0 9.58
TU 24-12 111.00 0 8.43

En 2013, Del Toro y colaboradores desarrollaron catalizadores Ni (Co)-Mo soportados en
alumina para la hidrodecloracién de bifenilos policlorados obteniendo catalizadores con areas
superficiales de 142 y 144 m?/g para NiMo y CoMo respectivamente. Con estas areas se
obtuvieron porcentajes de remocién de cloro de 84% para los catalizadores NiMo y 62% para los
catalizadores CoMo [5].

En 2016, Chiranjeevi y colaboradores afirman que después de la remocién del coque en
un catalizador gastado proveniente de una planta de HDS obtuvieron un area superficial de 200
m?/g, que al compararlo con un catalizador fresco con area superficial de 211 m?/g les resulta en
un 95% de recuperacion del area superficial del catalizador. En cuanto al método utilizado sélo
mencionan quemado de coque [6].

Los valores del area superficial que se reportan en la tabla 6.5 son similares a los
reportados por Del Toro y menores en comparacién a los reportados por Chiranjeevi. Cabe
mencionar que los métodos reportados son quimicos y que aun no hay referencias al uso de

microorganismos en la limpieza del drea superficial de un catalizador agotado.

6.6.3 Infrarrojo por transformada de Fourier.

Los espectros de infrarrojo fueron colectados en un espectrofotémetro de Infrarrojo con
transformada de Fourier e Interferometro DYNASCAN SPECTRUM 100 Perkin-Elmer en modo ATR o
reflectancia total atenuada. Condiciones de medicidon: nimero de onda= 500-4000 cm-1, 16 barridos,
0.5 cm-1 incremento. A partir de los espectros de infrarrojo es posible identificar los grupos
funcionales presentes en los catalizadores. En la figura 6.12 se muestra el espectro IR del
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catalizador agotado, la sefial de 3600 a 3000 cm™ corresponde al enlace O-H, lo que indica
presencia de humedad en las muestras por contacto con el aire, en la regién de 2900-2800 cm™
se observan sefiales que son originadas por bandas de enlace C-H de compuestos alifaticos y las
sefiales que aparecen en la region de 1600-1460 cm™ son una de las sefiales mas importantes de
los compuestos aromaticos las cuales se originan debido al enlace C=C. La presencia de bandas

de vibracion de compuestos aromaticos se debe a que son los principales responsables de la

desactivacion del catalizador agotado [3].
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Figura 6.12. Espectro IR del catalizador agotado sin tratamiento.

Las cinco sefiales, marcadas en la figura 6.12, estan presentes en los espectros IR de todos
los catalizadores analizados como se muestra en las figura 6.13. Sin embargo, también podemos
observar la presencia de sefiales en 1700 cm™ que corresponde al enlace C=0, y dos més en 1400
y 1200 cm™ que corresponden al enlace C-O de los fenoles; estas sefiales son originadas por la
presencia del DBT en el catalizador debido a que en todos los tratamientos de BDS se afiadid este
compuesto para activar las enzimas de los microorganismos. En la figura 6.14 se muestra el

espectro IR del DBT en el que podemos corroborar las sefiales.
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Figura 6.13. Espectro IR del catalizador agotado antes y después de los 8 tratamientos de BDS.
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Figura 6.14. Espectro IR del DBT [7].

Morales Coutifio presenta los espectros IR del catalizador agotado antes y después del
lavado con agentes oxidantes para la remocién del coque, donde se observa la desaparicién de
las bandas de vibracién de la regién 2950 a 2800 cm™* (figura 6.15-b) presentes en el catalizador
de referencia (figura 6.15-a), las cuales corresponden a bandas de enlaces C-H de compuestos
alifaticos por lo cual ellos concluyen que han removido el coque de la superficie del catalizador
[3].

Para nuestro sistema de BDS, mediante los espectros IR solo se pudo observar el aumento

en la intensidad de las bandas después de los tratamientos.
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Figura 6.15. Espectros IR: a) catalizador de referencia y b) catalizador después del tratamiento quimico.

A continuacién se muestra una tabla comparativa en la que se resumen los resultados en

cuanto a la degradacion de azufre por GT en cada uno de los tratamientos de BDS.

Tabla 6.6. Comparacion de resultados de la BDS

Tratamiento %BDS del DBT %Degradacion S %Aumento del area
(atémico) superficial

TF 12-6 2.94 0.00 ---

TF 24-6 0 5.84 16.82

TU 12-6 4.96 12.90 18.15

TU 24-6 2.09 4.06 18.03

TU 12-12 2.01 13.68 0

TU 24-12 2.35 19.91 0

Se observa que solo hubo dos tratamientos que realizaron los tres procesos: la BDS del
DBT, la degradacién del S atémico contenido y el aumento del area superficial del catalizador;
estos tratamientos fueron los de preindculo crecido en TU con volumen de 6 mL (sefialados en
amarillo), de estos dos tratamientos se destaca el que ha crecido por 12 horas. Mientras que los
tratamientos crecidos en TU con volumen de 12 mL (sefialados en gris) obtuvieron los porcentajes
mas altos en degradacion de azufre atédmico pero no presentaron aumento en el area superficial,

es decir, se debe preguntar que sucede con el azufre que se ha degradado. Con estos resultados,
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se puede vislumbrar un equilibrio delicado entre el tiempo de crecimiento del indculo, la cantidad
utilizada y el resultado de superficie expuesta al final del tratamiento del catalizador agotado,
parece que a menor tiempo de crecimiento y menor cantidad de indculo los tres procesos arriba
indicados son favorecidos.

Sin embargo, también se observa que los tratamientos crecidos en TF con volumen de 12
mL (sefialados en oliva) obtuvieron un mayor porcentaje en el aumento de area superficial con
bajos porcentajes de degradacién de azufre atémico, aunque también se observa que a 24 horas
de crecimiento no ha convertido el DBT con 6 ni con 12 mL de indculo.

Es muy importante continuar estudiando estas reacciones para poder encontrar las
mejores condiciones de limpieza del drea superficial del catalizador agotado antes de aplicar el
microorganismo. Podria intentarse un breve ataque de la superficie del catalizador por solucién
diluida de algun acido, luego llevar a neutralidad y aplicar el microorganismo, de esa manera se
podria acoplar un tratamiento quimico de bajo impacto ambiental seguido del tratamiento por

BDS.
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7. CONCLUSIONES

La presente tesis tuvo como objetivo comprobar si GT era capaz de realizar la BDS del
catalizador agotado MoS..

Para comprobar esto, primero se verificé que GT realizara la BDS del DBT, encontrandose
gue las mejores condiciones son utilizando medio LB y un preindculo crecido 24 h antes en una
fuente de azufre (TF o TU).

Posteriormente se procedid a establecer una metodologia para la BDS del catalizador
agotado MoS;, ya que no hay nada reportado sobre el tema, se decidid probar con 8 tratamientos
en los cuales se ponian en contacto GT, DBT y el catalizador agotado, variando solamente el
volumen y tiempo de incubacién del indculo de GT.

Una vez realizados los tratamientos, el catalizador agotado MoS; se caracterizé mediante
SEM, IR y BET; los resultados de estos analisis muestran que GT si es capaz de realizar la limpieza
de la superficie del catalizador degradando el azufre acumulado en la superficie, aunque no se
conoce el mecanismo que GT utiliza para lograr lo anterior.

Con base en los resultados se pudo comprobar la hipdtesis del presente trabajo.
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ANEXOS

ANEXO A

Medio Luria Bertani empleado.

Componentes g/L

Triptona 10

Extracto de levadura 5

NacCl 5

pH final 7.0+0.2
ANEXO B

Composicion del medio salino

Componentes g/L
Extracto de levadura 0.25
FeSO4 7H,0 0.001
CaCl; 2H,0 0.001
MgSOa 0.2
(NH4)2S04 2
K2HPO4 4
NaH2PO4 4
pH final 7

ANEXO C

Curva patron
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400

y = 1.424x + 8.0089

R?=0.993 g

==

450

500

52



ANEXO D
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ANEXOE
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Gradosde Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados paraF
Entre TFy TU 0.009 1 0.009 1.155 0.304 4.747
Dentro de los 0.089 12 0.007
grupos
ANEXO F
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F

Tipo de inéculo 5.633E-05 1 5.633E-05 0.005 0.943 4.062
Con o sin DBT 4.489E-01 1 4.489E-01 41.345 0.000 4.062
Interaccion 1.613E-02 1 1.613E-02 1.486 0.229 4.062
Dentro del 4.777E-01 44 1.086E-02
grupo
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ANEXO G

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre medios 1.566 1 1.566 10.449 0.002 4.073
de cultivo
Dentro de los 6.293 42 0.150
grupos
ANEXO H
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Tipo de indculo 3.559 1 3.559 14.307 0.001 4.113
Con o sin DBT 0.110 1 0.110 0.441 0.511 4.113
Interaccion 0.094 1 0.094 0.377 0.543 4.113
Dentro del grupo 8.954 36 0.249
ANEXO |
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
lery 2do uso 5.369 1 5.369 14.095 0.001 4.351
Dentro de los 7.618 20 0.381
grupos
ANEXO J
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad  Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Tipo de indculo 0.162 0.162 0.105 0.751 4.747
Con DBTy 2.049 1.024 0.665 0.532 3.885
DBT+Cat
Interaccion 0.234 2 0.117 0.076 0.927 3.885
Dentro del 18.470 12 1.539
grupo
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ANALISIS DE VARIANZA

ANEXO K

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los F Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre 8.381 7 1.197 0.527 0.806 2.373
tratamientos
Dentro de los 61.359 27 2.273
grupos
ANEXO L

Analisis EDS del catalizador agotado sin tratamiento.

Processing option: All elements analysed (Normalised)

Spectrum In stats.
Spectrum 1 Yes
Spectrum 2 Yes
Spectrum 3 Yes
Mean

Std. deviation

Max.

Min.

C

23.30

21.66

20.05

21.67

1.63

23.30

20.05

(0]

4431

40.52

44.41

43.08

2.22

44.41

40.52

Al

19.74

22.72

21.27

21.25

1.49

22.72

19.74

3.10

4.16

4.27

3.84

0.64

4.27

3.10

3.24

3.98

3.39

3.54

0.39

3.98

3.24

6.31

6.95

6.61

6.62

0.32

6.95

6.31

Total

100.00

100.00

100.00

100.00

All results in weight%
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