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Nomenclatura

‘"Nomenclatura

A continuacién se dan a conocer los simbolos empleados circunstancialmente y definidos en cada

caso.

Ws.s
Y P

D

1o

Q

=

Concentracidn de productos (P); S°, SO,, SO,
Concentracién de reactivos (R); S,0,?, O,
Concentracion de trasador.

Concentracion de proteina X.

Respuesta adimensional de una sefial trazadora de salida.
Tasa de dilucién.

Tasa de dilucion de alimentacion.

Tasa de recirculacion.

Diametro interno del reacto.

Funcioén de distribucion de edad a la salida, adimensional.
Flujo de entrada de alimentacién.

Flujo de recirculacion.

Fuerza total del fluido sobre una esfera.

Fraccion de volumen muerto.

Fuerza de gravedad.

Entalpia libre de Gibbs

Area bajo la curva concentracién-tiempo.

Constante de saturacion.

Numero de reactores agitados del mismo tamaiio en serie.
Tasa de crecimiento.

Tiempo.

Tasa de oxidacidn de tiosulfato.

Tasa maxima de oxidacion de tiosulfato.

Radio de particula.
Media de una distribucion continua.

Tiempo de residencia hidraulico ideal.

Volumen del aireador

Volumen activo del sistema

Velocidad de ascenso del liquido en el interior del reactor.
Volumen del reactor.

Volumen total del sistema.

Velocidad constante de caida de una esfera.
Peso de solido sedimentado en el reactor

Peso de sélido suspendido en el liquido.
Rendimiento en crecimiento.

Simbolos griegos

t /¢t ; Tiempo adimensional
Varianza de la curva de trazador
Densidad

Viscosidad



Resumen

Resumen

Dentro de los contaminantes de importancia a nivel mundial, los que contienen azufre tienen
gran relevancia debido al impacto ambiental adverso que provocan en los ecosistemas. Su
emisidn al ambiente esta asociada a la lluvia acida, fendmenos de corrosion, mal olor y dafios a la
salud. El azufre y los compuestos que se forman se intercambian en la naturaleza por reacciones
de oxido-reduccion tanto quimicas como bioldgicas que constituye el ciclo del azufre. Este consta
de dos etapas: una etapa de reduccidn y una etapa de oxidacion. En este trabajo, se estudié la
parte oxidativa del ciclo con el fin de establecer las condiciones que favorecen la oxidacidn
bioldgica de los compuestos reducidos en azufre elemental, mediante un consorcio de

microorganismos sulfooxidantes en una nueva configuracién de reactores que favorecen la
acumulacion de azufre elemental y su posterior recuperacion.

En este trabajo se describe el disefio, caracterizacion y el desempefio de una nueva configuracién

de reactores y sus condiciones de operacion que favorecen la oxidacién biolégica parcial de
compuestos reducidos de azufre. El disefio del sistema consistié en:

a) Separa la aireacion del reactor, lo cual permite mantener niveles bajos de oxigeno (1 mg/L) que R
favorezcan la oxidacién del tiosulfato en azufre elemental, dentro del reactor. El grado delZ j,"

limitacion de oxigeno en el reactor estard en funcion prmmpalmente del flujo de recirculacion que% ey

va del aireador al reactor.

b) Crear una zona sin turbulencias en el reactor (parte baja), esto permitira que la mayor cantidad U s

de azufre elemental formado tienda a sedimentar en el fondo del reactor, para su posterlorg

recuperacmn Yy cuantificacion.

Por otra parte, este tipo de sistema permite ajustar la relacién molar (O,/S,0,>), por medio de las
cargas de oxigeno y tiosulfato que entran al reactor.

En este trabajo se determin6 que en relaciones molares (0,/S,0,)>1.0, el sulfato es el pr1nc1pal
producto de la oxidacion bioldgica de tiosulfato, mientras que a relaciones molares (0,/S,0,%)
entre 0.7 y 1.0, se favorece la formacion de azufre elemental, obteniendose la maxima formac1on
de este compuesto (65%) en la relacion molar de 0.830. También se determind que al evaluar las
relaciones molares (O,/S,0,7)<1.0, existié una mayor formacién de los productos mas oxidados
de la que se esperaba en las relac1ones molares experimental deterrnmadas en el reactor, lo cuadl se
tradujo en una diferencia entre las relaciones molares (O,/S,0.) experlmentales calculadas por
las cargas de ox1geno / tiosulfato en el reactor y las relacwnes molares (O,/S,0,”) determinadas
por el balance de oxigeno presente en el producto de oxidacidn. Esto hizo suponer que existié una
contribucidn de las condiciones presentes en el aireador (oxigeno disuelto y tiempo de residencia)
sobre los productos mas oxidados, mientras que en el reactor dadas las condiciones de bajo nivel
de oxigeno se llevo a cabo la oxidacién parcial del tiosulfato en azufre elemental.

Por otra parte, el sistema experimental permitio el retiro del 70% del total de solidos presentes en
el sistema por medio de la sedimentacién , los cuales eran retirados diariamente del fondo del
reactor. De acuerdo a los resultados estos aglomerados mantienen una relacion de un 90% azufre

y 6% biomasa activa. El tamafio de particula y la velocidad de sedimentacion promedio de estos
aglomerados se determino en 150 micras y 750 cm/h, respectivamente.
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Introduccion

INTRODUCCION

El acido sulfhidrico (H,S) se emite al ambiente por un gran nimero de industrias como la 7
petroquimica, tenerias, produccion de rayon y celofan, como resultado del tratamiento anaerobio
de aguas residuales que contienen sulfatos, de la extraccion de gas natural (Groenestijn y col.,
1998; Revah y col., 1995; Torres y col., 1993; Buisman y col, 1989; Sublette y col., 1987). Sus
propiedades corrosivas estan relacionadas con el dafio a tuberias, valvulas y bombas, paredes de
los reactores; su emisién al ambiente ademas de su toxicidad genera olores desagradable y lluvia
acida. Actualmente el proceso comercial mas utilizado para la eliminacion de este 4acido
proveniente de la extraccién de gas natural es el proceso Claus o Stretford (Nagl, 1997). Sin
embargo, el enfoque para resolver los problemas de contaminacién en la tltima década se ha
modificado y los procesos fisicoquimicos en uso, con altos consumos de energia y generacion de
contaminantes secundarios, empiezan a tener un complemento y alternativa en los procesos
biotecnoldgicos, particularmente en concentraciones bajas de contaminantes, donde los procesos
fisicoquimicos son ineficientes. Estos procesos han cobrado cada vez mayor interés y la
investigacion desarrollada ha sido aplicada a procesos industriales con resultados exitosos. Los
proceso bioldgicos de tratamiento de efluentes con compuestos de azufre tienen una aplicacién
diversificada. Se han utilizado en el tratamiento de corrientes acuosas contaminadas con sulfuros,
sulfatos y tiosulfato. También de corrientes de aire contaminadas con sulfuro, bisulfuro y
compuestos organicos volatiles de azufre (VOCS). En el caso del tratamiento de gases
contaminados (incluido el "biogas" proveniente del tratamiento de aguas contaminadas con
sulfato, suifuro, bisulfuro y VOCS los sistemas que se han utilizado son principalmente biofiltros
y biolavadores de lecho escurrido (Groenestijn y Hesselink, 1993).

Por otro lado, en corrientes acuosas contaminadas con compuestos de azufre reducidos se han
implementan diversos tipos de reactores completamente agitados (Buisman, 1987, Janssen, 1995)
y de lecho fluidizado (Gommers y col. 1988a); asi como otros disefios de reactor que permitan
mantener bajas concentraciones de oxigeno para la oxidacién bioldgica del H,S en azufre

elemental por bacterias sulfoxidantes y optimizar la recuperacién de azufre elemental (Janssen,
1997).

El trabajo que a continuacién se presenta se encuentra dentro del marco de referencia del
desarrollo de nuevas configuraciones de reactores que permiten la formacién y recuperaciéon de
azufre elemental a partir de la oxidacidn bioldgica de compuestos reducidos de azufre de

corrientes acuosas, este trabajo esta dividido en 7 capitulos.



Introduccion

En el capitulo 1, se da a conocer al lector un panorama amplio acerca de los antecedentes del
tema de la oxidacién bioldgica de compuestos reducidos de azufre, iniciando este capitulo con las
caracteristicas fisicas y quimicas de los diferentes compuestos de azufre catalogados como
contaminantes, posteriormente se presentan las caracteristicas principales y la clasificacion de las
bacterias sulfoxidante y por ultimo se dan a conocer los métodos biologicos empleados en la
eliminacion de compuestos reducidos de azufre, asi como sistemas desarrollados para favorecer la
formacion y acumulacion de azufre elemental. En el capitulo 2, se dan a conocer el objetivo
general y los objetivos particulares que fueron la base para la realizacion del proyecto de
investigacion. En el capitulo 3, se describen los métodos, dispositivos y condiciones
experimentales bajo los cuales el trabajo experimental fue desarrollado. En el capitulo 4, se dan a
conocer los resultados experimentales y las discusiones de estos resultados, los cuales se
presentan en cuatro secciones correspondientes al disefio, caracterizacion, desempefio y aspectos
fisicos del sistema experimental. En los capitulos 5 y 6, se presentan las conclusiones del trabajo
experimental desarrollado y las recomendaciones para trabajos futuros, respectivamente. Por

ultimo en el capitulo 7,se presenta la bibliografia referente al proyecto de investigacion.
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I. Antecedentes

El interés de la contaminacidon ambiental es relativamente reciente si consideramos que es a
partir de los afios 70 cuando cobra importancia como fendmeno sociall. Se afirma también que
es "reciente” pues aunque el término existe desde hace 30 afios, las acciones para su prevencion
y control han sido escasas y limitadas, siendo en los ultimos afios cuando se le ha dado mayor
importancia a las medidas de control de contaminantes, lo cual es palpable en las grandes
ciudades, como el D.F., en los dias de contingencia ambiental. Las causas del constante
deterioro del ambiente es complejo y su estudio, para su entendimiento, se realiza por los
tedricos de las ciencias sociales. En una revision de las teorias antropolodgicas relacionada al
estudio de la interaccion del hombre con la naturaleza, Bennet (Bernstein, 1981) delinea tres
aspectos basicos de esta relacion que es implicita del deterioro ambiental: (a) la tendencia a
buscar siempre una mayor cantidad de energia para satisfacer las necesidades humanas; (b) el
incremento del tamafio de la sociedad y sus sistemas de comunicacion; y (c) la creciente
incorporacion de la naturaleza dentro de los sistemas humanos de cultura.

La investigacion cientifica para el control y prevencién de la contaminacion, de acuerdo a varios
reportes (Hill, 1997a; Monticello y Finnerty, 1985), coincide en lo sefialado por Bennet, en que
la produccién y uso de energia son la mayor fuente de contaminacion de los ecosistemas. Esto
como consecuencia del empleo, en dispositivos inadecuados, de los combustibles fosiles y sus
derivados. De acuerdo a Hill (1997a) en Estados Unidos aproximadamente el 85 % de la energia
utilizada proviene de estos combustibles.

Entre las fuentes de contaminantes se pueden distinguir: a) los naturales como la proveniente de
volcanes, incendios forestales; y b) los no naturales divididos en dos tipos: los moviles como los
vehiculos automotores y los fijos como el proveniente de industrias, oficinas y hogares entre
otros. En la ciudad de México, por ejemplo, se reporté que en el afio de 1992 (SGEEyPA, 1992)
funcionaban diariamente 3 millones de vehiculos automotores, operaban mas de 30 mil
empresas industriales y 12 mil establecimientos de servicios que, sumado a las actividades
domésticas y areas ecoldgicamente degradadas, dieron como resultado la emisidn de 4 millones
300 mil toneladas de contaminantes emitidos a la atmoésfera.

Cabe sefialar que en las grandes ciudades, las fuentes no naturales rebasan significativamente a

'En nuestro pais la legislacion ambiental inici6 en 1971 con la promulgacién de la Ley Federal para Prevenir y
Controlar la Contaminacién. A esta ley le han seguido dos mas, a saber: La Ley Federal de Proteccién del
Ambiente en 1982 y reformada en 1984; y la Ley General de Equilibrio Ecologico y la Proteccion del Ambiente en
1988, vigente hasta la fecha. Esta altima se encuentra integrada por 194 disposiciones permanentes y seis titulos
cuyo contenido es: las disposiciones generales, las areas naturales protegidas, el aprovechamiento racional de los
elementos naturales, la proteccion del ambiente, la participacion social, y las medidas de control de seguridad y
sanciones.
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las provenientes de fuentes naturales. Al respecto se reporta que en el caso del bidxido de azufre
se emiten anualmente en la ciudad de México, en forma global, aproximadamente 205 725
toneladas, de las cuales menos del 0.5% proviene de fuentes naturales (SGEEyPA, 1992).
Dentro de los contaminantes de importancia en el ambito mundial, los compuestos azufrados
tienen gran relevancia debido al impacto ambiental adverso que provocan en la naturaleza. Su
emision al ambiente estd asociada a: la Huvia acida, fendmenos de corrosién, mal olor y dafios a
la salud debido a la toxicidad de algunos de estos compuestos (Manion, 1992; McEldowney y
col. 1993). Janssen (1996) afirma que la emision global de azufre a la atmdsfera es de alrededor
de 200 millones de toneladas por afio.

En la actualidad el enfoque para resolver los problemas de contaminacion se ha modificado y
los procesos fisicoquimicos en uso, con altos consumos de energia y generacion de
contaminantes secundarios, empiezan a tener un complemento y alternativa en los procesos
biotecnoldgicos, particularmente en concentraciones bajas de contaminantes, donde los procesos
fisicoquimicos son ineficientes. Estos procesos han cobrado cada vez mayor interés y la
investigacion desarrollada ha sido aplicada a procesos industriales con resultados exitosos. Por
ejemplo, en el pais se desarrolld y patentd un proceso bioldgico para eliminar acido sulfhidrico
y bisulfuro de carbono provenientes de una industria de fabricacion de rayén y celofan con una
capacidad para tratar hasta 700 m3/min de aire contaminado (Torres y col., 1993).

La investigacion de la eliminacién biolégica de compuestos reducidos de azufre se puede
integrar en tres etapas: (a) la investigacion basica; (b) el trabajo de ingenieria y el desarrollo de
equipo a nivel laboratorio y planta piloto; y (c) la aplicacién a gran escala. La dinamica de
trabajo del laboratorio, para el tratamiento de emisiones gaseosas de la UAM-I, donde fue
realizado el proyecto de investigacion, permite una interaccion en los tres niveles mencionados.
El propdsito ha sido: (a) incrementar el conocimiento de la fisiologia y metabolismo
microbiano, formacién de biopelicula y técnicas microbioldgicas de los microorganismos
sulfoxidantes; (b) el disefio de equipo que permita la oxidacién parcial de los compuestos
reducidos de azufre de interés; y (c) su aplicacion a nivel industrial, e.g. en la industria del
petroleo para el tratamiento de "aguas amargas".

Los microorganismos sulfooxidantes empleados en los procesos biolégicos de eliminacién de
compuestos reducidos de azufre son los del género Thiobacillus. Estos presentan la
caracteristica de oxidar compuestos como el acido sulfhidrico, bisulfuro de carbono, dimetil

sulfuro, azufre, tiosulfato y sulfito entre otros, para obtener energia. El producto final de la
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oxidacion es el sulfato pero bajo ciertas condiciones de cultivo la oxidacidn puede ser parcial,
permitiendo la acumulacion de azufre elemental, lo cual constituye una ventaja tanto econdmica
y de reduccién de contaminantes secundarios (sulfato). Este tema de investigacién se inscribe en

proyectos de investigacién de interés mundial y nacional, ubica al grupo de trabajo como punto
de referencia en América Latina.

I.1 Los contaminantes del medio ambiente

La EPA (Environmental Protection Agency) define un contaminante como cualquier sustancia
(solida, liquida o gaseosa) introducida en el ambiente que afecta adversamente un recurso
natural (Hill, 1997b). El mismo organismo sefiala que en Estados Unidos se invierten
anualmente (1997) 140 billones de dolares para el control y la eliminacién de contaminantes.
Pronostican que dicha cantidad se incrementara a 160 billones de dolares por afio, 2.8 % del
producto interno bruto, para el 2000. Estos datos son interesantes ya que sefialan la importancia
que en el préximo milenio tendra la investigacion en el area de contaminacion, e.g. prevencion,
regeneracion, eliminacion y por otro lado, su impacto en términos econdmicos. En nuestro pais,

si bien no existen datos al respecto, basta seflalar que al area de investigacidn se destina el 0.3 %
del PIB. ‘

Una clasificacion de contaminantes, en inorganicos y organicos, se da en Tabla I.1. Si bien se
han establecido diferentes formas de clasificacion, cualquiera de ellas es adecuada y sirve como
marco de referencia para el estudio de la problematica ambiental y normatividad sobre
generacion de contaminantes. Por otro lado, el hecho de que en cada pais se promulgue una
legislacion ambiental de acuerdo a su criterio hace que las definiciones e intervalos de emision
de contaminantes no sean univocas. Aunque muchas veces se tomen los criterios
internacionales, a falta de investigacion en los paises menos desarrollados, como punto de

referencia para la creacion de una legislacién lo mas apropiada posible.
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Tabla 1.1 Grupos de contaminantes. (Hill,1997)

Grupos Organicos o inorganicos

Organicos
PCBs, hidrocarburos, pesticidas
[norganicos

Sales, nitrato, metales Las sales y el nitrato son inorganicos, pero los
metales pueden existir como contaminantes
organometalicos (e.g. metilmercurio, pirita en

el carbon)

Acidos

Sulfurico, sulfhidrico, nitrico Los ejemplos mencionados son &cidos
inorganicos. Los 4cidos organicos se producen
en pequefias cantidades

Particulas

Suelos, cenizas Tanto los suelos como las cenizas tienen una

composicion  variable de componentes
organicos € inorganicos

Radioldgicos

Radon, radio, uranio Los ejemplos son elementos inorganicos
Biologicos
Microorganismos patégenos Los organismos Vvivos son bdasicamente

organicos, pero contienen componentes
inorganicos que se presentan en los procesos
de mineralizacién

[.2 Contaminacion con compuestos de azufre
Entre los compuestos de azufre de mayor importancia que se emiten a la atmosfera se

encuentran el SO>, el H3S, el CS; y los compuestos organicos volatiles de azufre. La forma

como se emiten y otras caracteristicas de estos compuestos se explican a continuacion.

10
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[.2.1 Oxidos de azufre

El didxido de azufre (SO3) y el tridxido de azufre (SO3) junto con sus acidos correspondientes y
sus sales en macroparticulas son contaminantes frecuentes en las atmésferas urbanas
industriales. Estos compuestos, contribuyen a incrementar los problemas de particulas
respirables y de visibilidad por medio de la formacion de sulfato y la aglomeracién con otros
gases y particulas con los que interactuan. Asimismo, actiian como precursores en la formacién
de la lluvia acida a través de reacciones quimicas en la atmdsfera (Mackenzie 1995; Betthelheim
y Billinge, 1983; Bailey y col., 1978).

De los 6xidos de azufre, el SO, es la emisién industrial de mayor importancia del grupo de
compuestos contaminantes que contienen azufre y se ha estimado que cerca del 90% de la
emision total de SO; hecha por el hombre, proviene de la utilizacion de combustibles fosiles.
Por ejemplo, se ha estimado que las industrias que generan electricidad quemando carboén o
derivados del petréleo son responsables de mas del 50% del total de la emision de SO;. Esta
emision varia considerablemente de acuerdo con la naturaleza y origen del combustible, ya que
su contenido de azufre generalmente varia de 0.1 a mas del 5%. Asi, una termoeléctrica de
carbon para generar 100 MW requiere alrededor de 9000 toneladas por dia de combustible y en
caso de que este contenga 2% de azufre se generaran 360 toneladas diarias de SO;
(Janssen,1996). Este compuesto no es inflamable y es perceptible en concentraciones menores a
0.1 ppm. Por encima de 0.3 ppm se puede detectar por el sabor y a niveles de 1 ppm produce
una sensacién fuerte de malestar en la nariz. También se emiten cantidades considerables de
estos compuestos en los procesos de transformacién de plomo y zinc, produccién de acido
sulfurico, asi como en algunos procesos de refinacién del petréleo. Por otra parte el acido
sulthidrico (H,S) emitido por algunos procesos de degradacién biolégica y procesos industriales
se oxida en el aire produciendo SO, (Perero, 1996; Warner, 1980; Bailey y col., 1978).

[.2.2 Acido sulthidrico (H2S)

El H>S se emite al ambiente por un gran nimero de industrias como la petroquimica, tanerias,
produccién de viscosa y celofan, como resultado del tratamiento anaerobio de aguas residuales

que contienen sulfato, de la extraccién de gas natural y es un intermediario de la oxidacion
bioldgica de CS, (Groenestijn y col., 1998; Revah y col., 1995; Torres y col., 1993; Buisman y

col, 1989; Sublette y col., 1987). Sus propiedades corrosivas estan relacionadas con el dafio a

paredes de concreto de los reactores, sistemas de drenaje, y tuberias de acero; su emision al
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ambiente ademas de su toxicidad genera olores desagradable y lluvia 4cida. Su caracteristico
olor a huevo-podrido es perceptible en aire fresco en diluciones de 1 ppm de aire. En la Tabla
[.2 se muestran los niveles de toxicidad del acido sulfhidrico y sus efectos sobre la salud. Es de

destacar las bajas concentraciones en que el compuesto es toxico.

Tabla L.2 Niveles de toxicidad del H,S y su efecto en la salud. (Janssen,1996)

Concentracion de Efecto
H,S
1 ppm Mal olor (olor a huevo podrido).

10 ppm Maéxima exposicién permitida en areas de trabajo por 8h.

20 ppm Se requiere de equipo de proteccion.

100 ppm Puede causar dolor de cabeza y nausea, pérdida del sentido
del olfato de 2 - 15 min.

200 ppm Rapida pérdida del sentido del olfato, ardor de ojos y
traquea.

500 ppm Pérdida de equilibrio y de razonamiento, insuficiencia

respiratoria en 200 min.

700 ppm Inconciencia inmediata, sin un tratamiento adecuado paro
respiratorio y muerte.

Por ejemplo, en el caso del gas natural, este debe contener niveles aceptables de sustancias
toxicas antes de su distribucion y venta. Se ha establecido que este producto destinado al
mercado de combustibles debe contener no mas de 0.18 Molar de H»S bajo condiciones
estandar de 101.3 kPa y 0 °C. De acuerdo a Sublette (1987) el problema mas comun de esta
industria es la eliminacién y manejo del H»S, por los problemas de corrosion debido al contacto
con hierro y acero en tanques, tuberias, valvulas y bombas. Para resolver este problema, este
autor propone la utilizacién de un sistema biolégico de oxidacidn con Thiobacillus denitrificans
(Sublette, 1987).
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[.2.3 Tiosulfato

El tiosulfato (S203%7) es un anién metaestable que tiende a su descomposicién quimica en
soluciones acuosas. Las soluciones diluidas del compuesto, 0.01 Molar o menores, se
descomponen més rapidamente que la soluciones concentradas, 0.1 Molar o mayores. Junto con
otros compuestos de azufre el tiosulfato es altamente "agresivo" por los problemas de corrosién
asociados al mismo. El tiosulfato se utiliza en la industria de la fotografia, en la industria del
papel y en la industria farmacéutica. Por lo tanto se encuentra como contaminante en las aguas
de desecho de estas industrias. La industria del petréleo, de acuerdo a Khana y col. (1996),
también emite como contaminante a este compuesto. Es claro que por si mismo el tiosulfato no
es un factor de deterioro ambiental sin embargo, sus productos de la oxidacién biolégica o
quimica (SO42-), o bien su reduccién bioldgica en condiciones anaerobias (H,S) tienen fuerte
impacto ambiental (Suzuky, 1999; Dhawale, 1993).

1.2.4 Compuestos organicos volatiles de azufre.

Ademas de las formas inorganicas de azufre, existe un amplio conjunto de compuestos
organicos de azufre que son sintetizados por los seres vivos, y que también desempefian un
papel en el ciclo biogeoquimico del azufre. El compuesto organico de azufre mas abundante en
la naturaleza es el dimetil sulfuro (H3C-S-CH3), el cual se origina principalmente en ambientes
marinos como producto de la degradacion de propionato de dimetil sulfonato, que es uno de los
principales osmoreguladores de las algas marinas. La produccion de este compuesto es muy
abundante y se producen mas de 45 millones de toneladas anuales. El dimetil sulfuro que se
difunde en la atmosfera experimenta una oxidacion fotoquimica que produce 4cido
metanosulfénico (CH3S037), SO» y SO42-. Existen muchos otros compuestos de azufre
organicos entre los que se pueden sefialar: el metanotiol (CH3SH), el dimetildisulfuro (CH3-S-
S-CH3) y el bisulfuro de carbono (Madigan y col., 1999).

La descomposicién de los aminoacidos que contienen azufre, metionina y cisteina, de la materia
organica en descomposicion produce los compuestos organicos de azufre volatiles. Estos
compuestos tienen particular relevancia por su mal olor en los procesos anaerobios de
tratamiento de desechos de la bio-industria (Smet y Van Lagenhobe, 1998). Entre los

compuestos que se han identificado se encuentran el metanotiol (descomposicién de cebada), el
dimetil sulfuro (descomposicion de vegetales), demetilpolisulfuros (Me;Sx, putrefaccion) y el
bisulfuro de carbono (CS>, hortalizas con compuestos de azufre, aromaticas).

Por otro lado, el bisulfuro de carbono también es un compuesto azufrado de importancia
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industrial. Este compuesto se utiliza en la fabricacion de viscosa (precursor de rayon y esponjas)
y celofan asi como en la produccién de fertilizantes. Se ha reportado que en la industria de

viscosa y celofan se emiten a la atmdsfera concentraciones del compuesto de hasta 4000 ppm
(Estrada, 1998).

.3 Quimica del azufre

La quimica del azufre es sumamente compleja. Su estudio permite entender la diversidad de
compuestos y sus propiedades quimicas, que se detectan en las reacciones tanto quimicas como
enzimaticas del ciclo del azufre. Podria afirmarse que su complejidad se presenta debido a los
diferentes estados de oxidacion del azufre (Tabla 1.3), asi como por su caracteristica de formar
cadenas poliméricas (Tabla 1.4).

[.3.1 Los estados de oxidacion del azufre

Los principales estados de oxidacion del azufre son -2, 0, +4 y +6, lo que permite encontrar
muchas especies importantes de azufre como los que se muestran en la Tabla 1.3, las cuales se
describen a continuacion:.

Tabla 1.3 Estados de oxidacion Tabla 1.4 Compuestos poliméricos
del azufre del azufre
Estado de Ejemplo  Formula Compuesto Férmula
oxidacion

+6 Sulfato SO4% Polisulfuros Sn*”

+4 Sulfito SO32- Polisulfanos R-S-R

organicos
+3 Ditionito ~ S204% Politionatos “035-Sn-803°
+2 tiosulfato  S203%

0 Azufre S°

) Sulfuro S2-
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Azufre elemental. El azufre es el segundo elemento del grupo VI de la tabla periddica, que
contiene en secuencia oxigeno, azufre, selenio, telurio y polonio. Se encuentra naturalmente
como una mezcla de cuatro isdtopos 32§, 33§, S y 3S. La abundancia natural es 95.1%, 0.74%,
4.2% y 0.016%, respectivamente

El azufre es un sdlido amarillo, que forma cristales ortorrombicos (azufre rombico). Es muy
poco soluble en agua (5 pg/l de Sg a 25 °C) pero muy soluble en bisulfuro de carbono,
tetracloruro de carbono y disolventes no polares analogos, disoluciones a partir de las cuales se
pueden obtener cristales de azufre perfectamente formados. El azufre ortorrombico se funde a
112.8 °C, formando un liquido color pajizo. Este liquido cristaliza formando cristales de azufre
3. Las moléculas de ambas formas cristalinas, asi como las del liquido son moléculas Sg, que
tienen la configuracion de un anillo en zigzag. La formacién de esta molécula grande es
resultado de la covalencia de los elementos del grupo sexto de la tabla periodica, con la
formacion de dos enlaces covalentes sencillos, en lugar de un doble enlace. Las moléculas
diatémicas S; se forman calentando el vapor de azufre, sin embargo estas moléculas son menos
estables que las moléculas grandes que contienen enlaces sencillos. Este comportamiento se
debe a que en general, los doble y triples enlaces estables los forman facilmente los elementos
ligeros como el carbono, nitrégeno y oxigeno, pero no los elementos mas pesados. El bisulfuro
de carbono de estructura electronica S=C=S y otros compuestos que contienen un doble enlace
carbono-azufre son las principales excepciones de esta regla (Huxtable y Lafranconi, 1987,
Pauling, 1964).

La capacidad del azufre para formar cadenas es la mayor diferencia con el oxigeno, para el cual
el ozono, O3, es el mayor polimero formado.

Sulfuro de hidrogeno. El sulfuro de hidrogeno, HjS, es analogo al agua, sin embargo es mucho

mas volatil (punto de fusién de -85.6 °C y punto de ebulliciéon de -60.7 °C debido a su menor
tendencia de formar puentes de hidrégeno. El HjS es la forma mas reducida de azufre y es

téxico, inflamable y es también altamente soluble en agua (aproximadamente 0.1M a 25 °C) con
un pK alrededor de 7 y un pK; de 13.

El sulfuro de hidrégeno se prepara tratando el sulfuro de hierro II, con acido sulfiirico:

FeS + HSO4 — H3S + FeSOq4
Esta reaccion sirve para producir al mismo tiempo el sulfato de hierro II hidratado utilizado en
la elaboracion de tintas azules (Choppin y col., 1977).
Las sales de éste acido son los sulfuros, muchos de los cuales se encuentran en la naturaleza y

constituyen minerales importantes como la galena, PbS; blenda de cinc, ZnS y cinabrio, HgS.
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Polisulfuros. Una de las propiedades que definen la quimica del azufre es su estructura
ortorrombica. Los compuestos nucleéfilos rompen esta estructura de acuerdo a su caracter de
mayor o menor nucleofilicidad. De acuerdo a Davis (1968), ésta caracteristica esta parcialmente
relacionada a las constantes de disociacién y los acidos débiles son las mas fuertes nucleéfilos.
Asi por ejemplo, el cianuro, un nucleéfilo menos fuerte que el sulfuro, puede reaccionar con el
azufre elemental disuelto en petréleo convirtiendo todos los atomos de azufre a tiocianato.
Asimismo, el azufre (Sg) se disuelve en una disolucién de sulfuro (HS-) formando una mezcla
de polisulfuros (Sp2-) como se muestra en la Tabla II.5 (Steudel, 1998). Tienen un color
amarillo intenso y sus propiedades cambian en funcidn del pH como se indica en la misma
Tabla L.5. Se pueden definir los polisulfuros como aniones de azufre de diferente longitud que

tienden a oxidarse facilmente en el ambiente, lo que les confiere su caracter inestable.

Tabla I.5 Formacion y propiedades de los polisulfuros. (Steudel,1998)

Sg + SH- — P HS-SSSSSSSS- —» H* + Sg2-
S¢2- + SH- ——p HS4 + Sg2° —p HY + S42-
S42- + SgZ—» 2S5~ —» S32-+ 52"

pH alcalino: aniones pequefios
pH cercano a 7: aniones grandes

pH<6 formacién de HpS y Sg

Bioxido de azufre. El bidxido de azufre es un gas no flamable, es altamente soluble en agua
(alrededor de 1.5 M a 25 °C) y forma 4cido sulfuroso, H2SO3, el cual libera protones para dar el
ion hidrosulfito o bisulfito, HSO3", y después el ion sulfito, S032-, con un pK de 2 y un pK; de
7 respectivamente. El estado més oxidado del azufre con una valencia de +6 es el trioxido de
azufre formado del diéxido de azufre y oxigeno en presencia de un catalizador. Su forma

hidratada es el acido sulfiirico el cual disocia protones para formar el ion hidrosulfato o
bisulfato, HSO4", con un pK de 2, al ion sulfato, S042- (Suzuki, 1999).
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Tiosulfato. El tiosulfato tiene dos atomos de azufre no equivalentes. Este ion es un ion sulfato,
SO42-, en el que uno de los 4tomos de oxigeno ha sido desplazado por un azufre. El dtomo de
azufre central tiene un nimero de oxidacién de +6 y el dtomo de azufre unido, el numero de

oxidacion de -2. El ion tiosulfato se obtiene haciendo hervir una solucion de sulfito de sodio con
azufre:

SO32- +Sg —» S,032-

El 4cido tiosulfurico H3S703 es inestable y cuando se trata el ion tiosulfato con un acido, se
forman azufre y dioxido de azufre. Este acido es un ejemplo de una clase general de 4cidos,
llamados tioacidos o sulfoacidos, en los que uno o mas atomos de oxigeno de un oxacido estan
remplazados por &tomos de azufre (Suzuki, 1999; Dhawale, 1993).

Politionatos. El ion tiosulfato se oxida facilmente con diferentes compuestos para formar
diferentes moléculas denominadas politionatos (-03S-Sn-SO3-) como se muestra a

continuacion:

2 Na3S,03 + 3S0; —» 2 NayS30¢ + 1/8 S8 tritionato
2 NazSy03 + I ——p 2 NapS40¢ + 2Nal tetrationato
2 NapS,03 + SCl —® 2 NajSs0g + 2NaCl pentationato

La principal caracteristica de estas moléculas es la presencia de grupos sulfanos (-O3S-Sn) de
cadenas poliméricas de azufre de valencia cero (Steudel, 1998).
En estas moléculas, por ejemplo el tetrationato pierde un azufre sulfano con cianuro para formar

tiocianato, liberando tiosulfato del grupo sulfonato y sulfato del otro azufre de acuerdo a:

"03S-S-S-S03~+ CN- —p S-SO32- + SCN- + H3SO4

El tiosulfato puede ser cianolizado a tiocianato y sulfito solamente en la presencia de iones de
Cu*? como catalizador. El tiosulfato es un nucleéfilo mas débil que el sulfito y cerca de un pH
de 7 el sulfito corta la cadena de pentationato a tetrationato, pero abajo de un pH de 7 el
tiosulfato incrementa la cadena de tritionato a tetrationato y a pentationato. Los mecanismos
pueden involucrar acidos polisulfano monosulfénico (HSn-SO3H):

Cu?t

S-S032-+CN- 3 S-SO32- + SCN- + H,SO4

-03S-S-S-SO3" + SSO32- —— "035-8-S-S-SO3~ + SO32- pentationato
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03S-S-S-03™ + SS032- —— "035-S-S03-S + SSO32- tritionato

El tetrationato tiene cuatro atomos de azufre y sus propiedades sugieren que los dos atomos de
azufre de en medio tienen valencia cero y los dos externos son +4 (sulfito) y +6 (triéxido de
azufre) respectivamente (Suzuki, 1999; Steudel, 1998; Pauling, 1964).

I.4 El ciclo de azufre.

El azufre se encuentra en la naturaleza en diferentes estados de oxidacioén, por lo tanto formando
diferentes compuestos que se intercambian por procesos quimicos o bioldgicos de oxidacion-
reduccion, constituyendo un ciclo denominado ciclo biogeoquimico del azufre (Takasuwa,
1992; Robertson \y Kuenen, 1991). Una utilidad del término esta relacionada con la medicién de
la cantidad de azufre, en todas sus formas tanto de fuentes naturales como antropogénicas, que
se encuentra en la naturaleza (Mackenzie, 1995).

Debido a la variedad de estados de oxidacion del azufre, sus transformaciones son complejas.
En la Figura I.1 se presenta un esquema que muestra las transformaciones bioldgicas que
corresponden al ciclo bioldgico del azufre. En este ciclo, aunque son posibles varios estados de
oxidacion, tres de ellos tienen, por su estabilidad, una mayor importancia en la naturaleza: -2
(sulfhidrilo R-SH y sulfuro HS-), 0 (azufre elemental, S°) y +6 (sulfato).

Asimilacion
reduccion de
sulfato

Desasimilacién reduccién de sulfato
Sulfate |
Oxidacion biolagica con 0, 0 NO3

_Compuestos Proceso de
organicos azufrados mineralizacion

Oxidacién Oxidaccion bioldgica y espontanea A educcid
bioldgica { Azufre de azufre
Desasimilacion

Figura L1. Ciclo bioldgico del azufre
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Asimismo, en el ciclo se pueden distinguir dos etapas de acuerdo al tipo de reacciones de oxido-
reduccidn que intervienen en el mismo:

1. una etapa reductiva

1i. una etapa oxidativa

i. Etapa reductiva. En los procesos bioldgicos se encuentran dos formas bioquimicas de
reduccion de los compuestos de azufre inorgéanicos: la reduccién asimilativa y la reduccién
desasimilativa. La primera la presentan tanto eucariotes como procariotes y en ésta, el sulfato es
reducido a sulfuro (H,S) para la biosintesis de compuestos que contienen azufre necesarios para
el crecimiento celular. La reduccidn desasimilativa la presentan principalmente los procariotes y
en ella el sulfato es reducido a sulfuro por microorganismos sulfato reductores en condiciones
anoxicas, donde el sulfato es utilizado como aceptor ultimo de electrones. Esta reduccion esta
acoplada con la oxidacion de varios acidos grasos volatiles, lactato y piruvato que generan ATP
y poder reductor necesarios para el crecimiento celular.

ii. Etapa oxidativa. La segunda etapa del ciclo la constituyen las reacciones de oxidacién de los
compuestos reducidos de azufre. De igual manera, esta etapa puede dividirse en dos: las
reacciones de oxidacion en condiciones anaerobias efectuados por microorganismos fotétrofos
(Cork y col. 1983) y facultativos (Sublette, 1987) y la oxidacion aerobia por microorganismos
del género Thiobacillus (Alcantara y col. 1999; Kelly, 1990, 1982; Buisman y col, 1989).

[.4.1 Importancia del ciclo de azufre

La importancia del ciclo del azufre se inscribe con relacion a los siguientes aspectos:

1) Los seres vivos
2) La industria (econdmico)

3) La contaminacion ambiental.

Los seres vivos necesitan de azufre para su metabolismo celular, ya que existen compuestos de
la célula que contienen este elemento. Se ha encontrado que 1% del peso de las bacterias es
azufre (Lee y col., 1995) y lo pueden incorporar por una reaccién de reduccion asimilativa del
sulfato.

Por su parte, la industria quimica tiene una gran demanda de azufre elemental para producir
acido sulfirico el cual es un importante producto para la sintesis de muchos compuestos

organicos e inorganicos. Steudel (1996) sefiala que durante los ltimos cinco afios la produccion
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mundial de acido sulfirico fue de entre 133 y 152 millones de toneladas por afio.

El azufre elemental excede la produccion anual de 34 millones de toneladas. Los dos procesos
basicos de obtencién de este elemento es el proceso Claus, que convierte H,S de refinerias y de
plantas endulzadoras de gas en azufre elemental y el proceso Frasch que se utiliza para extraer el
azufre de los depdsitos naturales (Steudel, 1996).

El conocimiento del ciclo del azufre nos permite conocer los compuestos involucrados en

proceso quimico y/o bioldgico de oxidacion-reduccion del azufre.Y de esta manera poder cerrar
los balances de azufre.

[.5 Bacterias sulfoxidantes
I.5.1 Bacterias "incoloras" del azufre

El nombre "bacterias incoloras del azufre" ha sido usado desde Winogradsky para designar a los
procariotes capaces de utilizar compuestos reducidos de azufre como fuente de energia para su
crecimiento (Madigan y col., 1999; Robertson y Kuenen, 1991).

Los compuestos mas comunes que se utilizan son el sulfuro de hidrégeno, el azufre elemental y
el tiosulfato. En condiciones adecuadas de crecimiento el producto final de la oxidacién es el
sulfato, sin embargo en el caso del sulfuro y del tiosulfato, bajo ciertas condiciones de cultivo,
es posible observar azufre elemental como producto de la oxidacién parcial de estos
compuestos. El adjetivo "incoloras" se utiliza debido a la falta de fotopigmentos en estas
bacterias, aunque en cultivos con suficiente crecimiento celular se observa un color rosa o café
debido a su alto contenido de citocromos.

Existe una gran diversidad de bacterias sulfoxidantes con muy diferentes propiedades
morfoldgicas, fisioldgicas y ecoldgicas y de igual manera diversos requerimientos ambientales
para su crecimiento.

En la Tabla 1.6 se enlistan algunos géneros de estos microorganismos, la fuente de energia que

utilizan, asi como el intervalo de pH en el cual crecen.

La mayor parte de los conocimientos fisioldgicos de estos microorganismos proviene del
estudio de un nuimero limitado de géneros. Los thiobacilli, son los mas estudiados debido a que
pueden cultivarse facilmente en el laboratorio. Su estudio ha permitido entender de manera mas

detallada y precisa las rutas bioquimicas de la oxidacion de los compuestos reducidos de azufre.
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Tabla 1.6 Bacterias quimiolitétrofas oxidantes de azufre, fuente de energia y pH de
crecimiento.(Mandigan y col., 1999)

Género y Especie Donador de electrones litotréfico ~ pH para crecimiento

Crecimiento deficiente en medios organicos

Thiobacillus thioparus H3S, S°, $,032- 6-8
Thiobacillus denitrificans H38, S°, $,03% 6-8
Thiobacillus neapolitanus H;S, S°, $,03% 6-8
Thiobacillus thiooxidans So 2-5
Thiobacillus ferrooxidans S°, HyS, Fe*, 1.5-4

Sulfuros metalicos

Crecimiento en medios organicos

Thiobacillus novellus S2032- 6-8
Thiobacillus intermedius S2032 3-7

Litotrofos filamentosos

Beggiatoa H,S, $,032- 6-8
Thiothrix H,S 6-8
Otros géneros

Thiomicrospira H,S, S7032- 6-8
Thiosphera H;S, $,0327, H

Thermothix H5S, $,0327, SO,3- 6.5-7.5
Thiovolum . H,S, Se 6-8
Acidianus So 1-5
Sulfolobus H,S, So 1-4

Los thiobacilli son microorganismos aerobios y anaerobios facultativos, Gram-negativas con
forma de bacilos pequefios que miden 0.3 um de ancho por 1-3 pm de largo, méviles por un
flagelo polar sencillo, no son formadoras de esporas y crecen entre los 25-35 °C. La energia
necesaria para llevar a cabo sus funciones se deriva de la oxidacion de uno o mas compuestos

reducidos de azufre incluyendo sulfuro, tiosulfato, azufre elemental, sulfito, tiocianato y
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politionatos. Algunas especies son capaces de vivir en ambientes altamente acidos, pueden
utilizar el fierro como una fuente de energia y algunas son capaces de llevar a cabo la
desnitrificacion y utilizar al nitrato como ultimo aceptor de electrones.

Los estudios de crecimiento en medios sintéticos ha permitido identificar diversas fuentes de
carbono que son utilizadas por estos microorganismos. Esto permitid establecer dos clases de

microorganismos de acuerdo a su capacidad de crecimiento en fuentes organicas de carbono.
Estas son:

1. Quimiolitdtrofos obligados.

Son bacterias altamente especializadas, que requieren una fuente inorganica como fuente de
energia y obtienen su carbono a partir de fijar CO; por el ciclo de Calvin. Utilizan para ello el
flujo inverso de electrones para la generacion de poder reductor (NADPH).

2. Quimiolitétrofos facultativos.

Estos microorganismos crecen adecuadamente con una fuente inorgéanica de energia y CO3, o
bien heterotroficamente con compuestos organicos que proveen de carbono mientras los
compuestos inorganicos proveen de electrones para la generacion de energia (mixotrofia).
Aunqgue también se ha observado que pueden utilizar simultaneamente dos o mas vias
metabdlicas para la utilizacion de la energia y del carbono, perdiendo en algunos casos la
capacidad quimiolitétrofa (Prosser, 1989).

1.5.2 Energia de oxidacién de compuestos reducidos de azufre

Una considerable variedad de microorganismos conservan energia de las oxidaciones
quimilitotréficas (Tabla 1.6). Los mejor estudiados son las especies de thiobacilli, pero existe
informacién sobre el crecimiento de Thiomicrospira, Sulfolobus, Beggiota, algunos fototrofos
oxidantes de tiosulfato incluyendo a Thiocapsa y Chromatium y algunos heterétrofos oxidantes
de hidrégeno incluyendo a Paracoccus denitrificans, los cuales pueden crecer autotréficamente
en la oscuridad cuando se utilizan como sustrato los compuestos reducidos de azufre. Esto
indica una unidad bioquimica respiratoria basica, en la cual se presenta una gran diversidad de
sistemas enzimaticos oxidantes de azufre por medio de las cuales estas bacterias son capaces de
generar electrones y obtener energia de crecimiento. Las oxidaciones mejor estudiadas son
(Kelly, 1990):
HS + 20 ——SO4 + H* AG®'=-733 kJ/mol

HS + 202 » S°+ OH AG®'=-129 kJ/mol
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$,032- + 20 + HO —» 28042~ + 2H* AG®"= -739 kJ/mol
S$7032- + 0y —» S°+ SO042- AG®’=-231 kJ/mol
S4062- + 3120y + 3H;0 —® 48042- + 6H*  AG®'=-1245 kJ/mol
Sg + 1207 + 8H0 — 8HS04 AG®’= -505 kJ/mol
HSO3" + %4 0y —» SO42- + H* AG®'=-217 kJ/mol

Algunos thiobacilli y hyphomicrobia metilétrofas capaces de derivar energia quimiolittrofa de
la oxidacion de azufre inorgéanico, son también capaces de oxidar el azufre de sulfuros
metilados. Asimismo en condiciones anaerobias, algunos thiobacilli y Thiomicrospira
denitrificans pueden acoplar la oxidacién de azufre inorganico por la completa o parcial

reduccion de nitrato a nitrégeno molecular (Robertson y Kuenen, 1991):

58,032- + 8NO3- + Hy0 » 10SO42- + 4Np* 2H* AG®'=-750 kJ/mol

1.5.3 Rutas Bioquimicas de la Oxidacién de Compuestos Reducidos de
Azufre
La complejidad y el nimero de reacciones involucradas en las transformaciones quimicas y
bioldgicas de los compuestos de azufre hace complejo el estudio de las reacciones bioquimicas
llevadas a cabo por los microorganismos para la oxidacion bioldgica de estos compuestos
(Tabla 1.9). Kelly y col. (1997) sostienen que posiblemente existen 2 procesos basicos de
oxidacién de compuestos reducidos de azufre (azufre, sulfuro y tiosulfato). Estos son los
siguientes:

1. Un mecanismo que involucra la formacién de politionatos, presente en todos los
thiobacilli que son quimiolitotréficos obligados y otros thiobacilli ‘verdaderos’ como
Thiobacillus acidophilus.

il. Un mecanismo que no involucra la formaciéon de politionatos observado en
Paraccoccus spp. 'Thiobacillus versutus’ y posiblemente Thiobacillus novellus y
Thiobacillus tepidarius. Es probable que la ruta encontrada en Paracoccus prevalezca
en los heterotrofos facultativos (mixotréficos) tales como Paracoccus sp. , el cual es

capaz de crecer autotréficamente sobre tiosulfato.

23



Antecedentes

A continuacion se presentan las rutas bioquimicas de la oxidacién de sulfuro (H;S), CS,, S°,

S»203 2 y SO32- por thiobacilli (Figura I.2), que son uno de los sistemas mas estudiados y donde

algunas enzimas de la oxidacién se han caracterizado parcialmente. (Suzuki, 1999; Kelly, 1997,
1990, 1982; Kuenen y col., 1993; Takakuwa, 1992; Kuenen y Robertson, 1991; Hooper y

DiSpirito, 1985).

3H,0 6H*

Sz g SO,> ‘ > SOy
Sulfuro l Sulfito H0 Sulfito Citocromo b| AMP APS :
. reductasa citocromo ¢ ) ‘i reductasa |
oxidasa 2H* oxidoreductasa 2e |
. APS |

S o SO Pi ~ APD !

azufre HO ? N Cltocromo ¢ —> & SO,* sulfurilasa !
oxigenasa H+ no\enzimatica ADP ‘

Se

SO —— 8,0, _ _ _ | ___ ] ————} 5,07 |

Tiosulfato 5H.0 2H,0 |

citocromo ¢ 2 0, N Rodanasa |

oxidoreductasa aHh ) J

B 8e- S -
10H 042- %SO < SO 32.
SO ,* Ge-
Periplasma Membrana

Figura L2. Arreglo de las enzimas involucradas en la oxidaciéon de compuestos de azufre

reducidos. El esquema esta compuesto de las reacciones catalizadas por diferentes especies de

thiobacilli. (Hooper y DiSpiritu, 1985).

Citoplasma

[.6 Comparacion entre procesos bioldgicos y procesos fisicoquimicos.

Para el tratamiento de emisiones de compuestos de azufre al ambiente se utilizan diferentes
procesos tanto fisicoquimicos como bioldgicos. En el caso del H)S el proceso comercial mas

utilizado para eliminar este acido del gas natural y otras corrientes de aire contaminado con el
compuesto es el proceso con aminas (Jensen y Webb, 1995; Sublette, 1987). En este proceso,

después de contactar el gas con la solucidn, el solvente de amina es calentado entre 90 y 150 °C
para liberar el H3S. Después el solvente se regenera con el fin de reutilizarlo. El sulfuro de
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hidrégeno es después incinerado o convertido en azufre elemental por el proceso Claus o
Stretford (Nagl, 1997).

En general los procesos fisicoquimicos requieren de altos flujos de energia. Sin embargo, no es
este elemento el unico factor que se considera para su aplicacion o sustituciéon por un proceso
bioldgico. Entre los factores que se pueden considerar pueden citarse: el costo, la concentracidn
de contaminante y la factibilidad bioldgica.

Si se cuenta con los organismos vivos que puedan oxidar los compuestos de azufre de interés,
entonces queda a consideracion el costo de su aplicacién. En este sentido, se ha observado que
en bajas concentraciones de contaminantes los procesos bioldgicos presentan ventaja econémica
y de eficiencia de eliminacidn (Groenestijn y Hesselink, 1993). Un ejemplo lo reporta Buisman
(1998) donde se compara los costos del tratamiento de SOx con tres técnicas, 2 fisicoquimicas y
una tecnologia biolégica denominada Thiopaq, la cual utiliza microorganismos del género
Thiobacillus en el proceso. El "biotratamiento" presenta ventajas econdémicas hasta las

concentraciones de 3500 ppm sobre los tratamientos fisicoquimicos.

Los proceso biolégicos de tratamiento de efluentes con compuestos de azufre tienen una
aplicacion diversificada. Se han utilizado en el tratamiento de corrientes acuosas contaminadas
con sulfuros, sulfatos y tiosulfato. También de corrientes de aire contaminadas con sulfuro,
bisulfuro y compuestos organicos volatiles de azufre (VOCS).

En el caso del tratamiento de gases contaminados (incluido el "biogas" proveniente del
tratamiento de aguas contaminadas con sulfato, sulfuro, bisulfuro y VOCS los sistemas que se
han utilizado son principalmente biofiltros (BF) y biolavadores de lecho escurrido (BLE) (Tabla
[.7). Una revision de estas técnicas, sus limites de operacion y su aplicacién, fue hecha por
Groenestijn y Hesselink (1993). Asimismo, Torres (1999), reviso los conceptos basicos de
funcionamiento y operacién de estos sistemas, especialmente de los biolavadores de lecho
escurrido para el tratamiento de CSy y H»S en corrientes gaseosas.

Por otro lado, en corrientes acuosas contaminadas con compuestos de azufre reducidos se han
implementan diversos tipos de reactores completamente agitados (Buisman, 1987, Janssen,
1995) y de lecho fluidizado (Gommers y col. 1988a); asi como otros disefios de reactor para

optimizar la recuperacién de azufre elemental (Janssen, 1997).
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Tabla 1.7 Capacidad de eliminacion de las técnicas bioldgicas de tratamiento de aire
contaminado con compuestos de azufre.

Reactor Materialde = Microorganismos CE Referencia
empaque
(kg/m3 d)
H)S
Thiobacillus
BF  Turba thioparus DW 44 2.25 Cho y col., 1992
BF  composta Thiobacillus sp? 3.12 Yang y Allen, 1994
BLE PVC Thiobacillus ~ sp 7.2 Revah y col., 1994
(consorcio)
BLE polipropileno Thiobacillus sp 1.70 Berzaczy y col.; 1988
BF  Lodo Thiobacillus sp 3.0 Degorce-Dumas y col., 1997
activado
CS,
Thiobacillus sp
BLE PVC (consorcio) 432 Revah y col., 1994
- BLE  polipropileno Thiobacillus 1.70 Berzaczy y col., 1988
polietileno thiooxidans
Me,S
Thiobacillus

BLE polipropileno 0.23 Tanji y col., 1989

thioparus Tk-m

Thiobacillus
BF  Turba thioparus DW 44 0.10 Cho y col. 1992
BF  composta ﬁ)ép;' omicrobium 0.68 Smet y col., 1996

CE: capacidad de eliminacién; Me2S: dimetil sulfuro; BF: Biofiltro; BLE: Biolavador de lecho escurrido
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s

1.7 Métodos bioldgicos de eliminacién de compuestos reducidos de azufre

Los métodos bioldgicos utilizados en la eliminacién de los compuestos reducidos de azufre se

pueden clasificar de la siguiente forma (Alcédntara y col., 1999; Buisman, 1989, Jensen y Webb,
1995, Janssen y col., 1997):

* oxidacion anaerobia por bacterias fotosintéticas.
* oxidacién anaerobia por microorganismos desnitrificantes
* oxidacién por un proceso quimico-bioldgico

» oxidacién aerobia por bacterias incoloras del azufre.

I.7.1 Oxidacién anaerobia por bacterias fotosintéticas

Cork y Col. (1986) propusieron el uso del microorganismo anaerobio fotosintético Chlorobium
limicola var. thiosulfatum que oxida al H,S a azufre elemental. Al utilizar cultivos en lote y en

continuo mostraron que el control de las velocidades de entrada del gas y la cantidad de luz del

bioreactor son determinantes para la optimizacién de la eliminacién del compuesto. El gas
tratado tuvo la siguiente composicién: 3.0% de H3S, 9.2% de CO,, 86.4% de Ny y 0.5% de Hj.

Se encontrd que 67.1 % del H;S fue convertido a azufre elemental mientras 32.9% permanecid
como compuestos azufrados solubles en agua.

Kim y Col. (1990) inmovilizaron células de Chlorobium limicola var. tiosulfatum en un soporte
inerte para oxidar HS en azufre elemental. Observaron acumulacién de sulfato debido a la

siguiente reaccion:

H,S +2COy + HYO -------- > Biomasa + H7SO4

Reportaron que la acumulacién de azufre o sulfato estd en relacién de la energia luminica y la
velocidad de alimentacién de H)S. Sanchez y col. (1996) reportan la operacion de un

sulfidostato (quimiostato con control de concentracién de sulfuro) para la oxidacién de H,S con
la bacteria fotétrofa Chromatium vinosum. El control se logré6 mediante una sonda redox y
diferentes niveles de luminosidad.

La mayor desventaja en el uso de bacterias fotosintéticas a gran escala se debe a sus

requerimientos de energia radiante y por lo tanto a la necesidad de una gran superficie de
contacto con ella en los reactores.
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1.7.2 Oxidacién por microorganismos desnitrificantes

Thiobacillus denitrificans es un microorganismo autétrofo estricto y de respiracién facultativa.
Bajo condiciones anaerobias el nitrato se utiliza como un aceptor final de electrones con
reduccién a hitrégeno molecular, con el tiosulfato, azufre elemental y el 4cido sulfhidrico como
fuentes de electrones con la oxidacién a sulfato (Sublette y Silvester, 1987).

Sublette y Silvester (1987) reportaron el crecimiento anaerobio de Thiobacillus denitrificans
sobre 4cido sulfhidrico en un reactor continuo de tanque agitado. Encontraron que la
- eliminacién del H;S del gas alimentado nunca fue menor al 2% y que la concentracién de la
biomasa asi como las condiciones ambientales del proceso respiratorio anéxico son las variables
mas importantes para la maximizacién de la desulfuracion del gas. Por otro lado observaron que
la contaminacion con organismos heterétrofos no tuvo un efecto importante sobre el crecimiento
de Thiobacillus denitrificans , lo que hizo innecesario las operaciones de esterilizacién del
cultivo.

Sublette (1990) aplicé un proceso de planta piloto para el tratamiento de biogas producido en un
digestor anaerobio. El bioreactor consistié de una columna que recibidé una corriente gaseosa
compuesta del biogas mas aire. El gas alimentado contenia menos de 9% de oxigeno, ya que la
combinacion con otros compuestos del biogas, como el metano, puede ser peligrosa debido a la
naturaleza explosiva de tales mezclas. La productividad volumétrica fue de 1.1 mmol (H,S
oxidado)/l h, alcanzindose un eficiencia solo de un 0.15% de eliminacion del 4cido.
Candenhead y Sublette (1990) describieron un estudio donde evaluaron especies de Thiobacillus
(Thiobacillus thioparus, Thiobacillus versutus, Thiobacillus neopolitanus y Thiobacillus

thiooxidans) con el propésito de determinar si alguno de ellos presentaba ventajas sobre
Thiobacillus denitrificans en la oxidacién aerobia del H,S. La estequiometria de la oxidacion de

H>S fue determinada en un reactor en lote de 1.5 | suministrado con un gas compuesto de 1% de

Hj3S, 5% de CO; y el balance de nitrégeno adecuado. Ninguno de los organismos estudiados

ofrecié clara ventaja sobre Thiobacillus denitrificans ya que todos los microorganismos
estudiados mostraron bajos rendimientos de crecimiento.

[.7.3 Oxidacién por un proceso quimico-biolégico
Imauzumi (1986) describié un proceso de eliminacién de H,S utilizando un proceso quimico-

bioldgico utilizando una solucién férrica y el microorganismo Thiobacillus ferrooxidans.
El proceso es basicamente dependiente de la reaccién del H,S inyectado en una solucién férrica
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donde se produce un precipitado de azufre elemental:

H)S + Fep(SO4)3 —» So+2FeS0O4 + HSO4

El azufre elemental es separado y recuperado de la solucién reducida de sulfato ferroso. Por su
parte el sulfato férrico Fep(SOy4)3 es regenerado a partir de la solucion de sulfato ferroso por la

oxidacién biolégica, en un bioreactor aireado, efectuada por Thiobacillus ferrooxidans:

2FeSO4 + HpSO4 + 1/2 O ————» Fey(S04)3 + Hy

La solucion oxidada se recicla para repeticion del proceso. Se ha reportado una eficiencia del
99% de eliminacién del sulfhidrico en su aplicacion industrial.

[.7.4 Oxidacidn por bacterias "incoloras" del azufre

La eliminacién del H,S puede ser llevada a cabo mediante un proceso de oxidacidn aerobia por
los microorganismos sulfoxidantes conocidos como bacterias "incoloras" del azufre, los cuales
utilizan la oxidacion de compuestos reducidos de azufre para obtener energia. A este grupo
pertenecen microorganismos de una gran diversidad fisioldgica y morfoldgica. Los géneros que
pertenecen a este grupo de organismos son: Thiobacillus, Thiomicrospira, Sulfolobus,
Thermothrix, Thiovulum, Beggiatoa, Thiothrix, Thiospira y Thioploca.

Un factor importante a considerar del proceso a desarrollar es si estas bacterias almacenan o no
el azufre de la oxidacidn parcial de los compuestos reducidos de azufre dentro de la célula.
Especies del género Beggiatoa, Thiothrix y Thiospira acumulan el azufre producido en la célula,
consecuentemente dificultan cualquier proceso ya que por una parte debera de producirse una
gran cantidad de biomasa por eliminada y el azufre no puede ficilmente separarse de la
biomasa. Por esta razén las bacterias son seleccionadas con la caracteristica de que el azufre
producido sea excretado al medio, un ejemplo son los microorganismos del género Thiobacillus.
No se necesitan factores ambientales especiales para el crecimiento de este género de
microorganismos. Diferentes especies tienen actividad en intervalos de pH que van de 0.5 a 10
con temperaturas entre 20 y 75 °C. La mayoria son autotrofas, pero también pueden crecer
heterotroficamente. Se encuentran en diferentes ambientes: suelo, agua, desechos acidos y aguas
sulfurosas. Estos microorganismos pueden obtener energia de diferentes compuestos como el

H;S, CS;, tiocianato, azufre elemental, tiosulfato, politionatos y sulfito. El producto final de la

oxidacion es sulfato pero el azufre y los politionatos se acumulan bajo ciertas condiciones de

29



Antecedentes

crecimiento.

[.8 Sistemas desarrollados para favorecer la acumulacién de azufre elemental a
partir de la oxidacidn de compuestos reducidos de azufre.

A partir de los primeros estudios realizados por Buisman y Col. (1989) diversos investigadores
se han dado a la tarea de desarrollar sistemas para favorecer la formacion de azufre elemental el
cual se prefiere por varias razones observadas en el laboratorio y reportadas en la bibliografia
(Janssen, 1997):
a) El azufre es insoluble en agua por lo tanto se puede separar de la corriente acuosa que lo
contiene.
b) El azufre se puede purificar y reutilizar, lo que le da un valor agregado al proceso.
c) Se evita la acumulacion de sulfatos que en concentraciones mayores a 30 g/l tienen un
efecto negativo sobre la oxidacién.
d) Existe un ahorro de neutralizante al formarse este compuesto.

1.8.1 Estudios realizados en reactores completamente agitados (RTA).

Buisman y Col. (1989) desarrollaron un proceso biotecnoldgico para la eliminacién de H,S
utilizando microorganismos del género Thiobacillus. El proceso esta basado en la oxidacion del
H>S. Encontraron que el azufre elemental y el suifato son los principales productos de la
oxidacion biolédgica del H,S. Utilizaron dos reactores con agitacion y alimentacién continua de
igual construccién variando exclusivamente el volumen y las cantidades de particulas de soporte
inerte (poliuretano) para los microorganismos. La etapa de arranque de este sistema bioldgico
fue muy corta, sélo son necesarios ¢uatro dias para reducir la concentracién de sulfuro de 100 a
2 mg/l con un tiempo de residencia de 22 minutos. Evaluaron algunos factores ambientales
reportando los siguientes datos: el pH 6ptimo se encontré de 8.0 a 8.5; la temperatura en el
intervalo de 25 a 35 °C. No se observé inhibicién por HzS a concentraciones superiores de 100
mg/l del acido. Reportaron también que al incrementar la concentracién del oxigeno las
velocidades de oxidacién del H,S se incrementaron proporcionalmente, reportando que a una
concentracién de 3 mg/l de Oy y a un pH de 8.5 la capacidad de eliminacidn del H,S fue de 99
mg/1 h con una eficiencia del 95%.

Buisman y col. (1990) estudiaron el efecto de diversos factores sobre €l cultivo con la finalidad

de determinar su importancia en la optimizacién de la produccién de azufre. Los factores
evaluados fueron: la concentracién de oxigeno, la concentracion de H;S y la utilizacion de un
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225373

sistema con particulas de soporte de los microorganismos. Los resultados mostraron que en el
reactor las concentraciones de HyS mayores a 10 mg/ml generan, por la oxidacién bioldgica,

menos de 10% de sulfatos cuando la concentracion de O, permanece por debajo de 6 mg/l.
Suponen que, o bien el H;S resulta inhibitorio o téxico para los microorganismos sulfoxidantes
o que el HyS es preferido por las bacterias como donador de electrones al azufre elemental.
Sefialan ademas que la influencia de la concentracién del oxigeno es insignificante cuando la
concentraciéon de H)S excede los 20 mg/ml. Sin embargo, a concentraciones menores de 20
mg/ml, la produccién de sulfato se incrementa cuando se incrementa la concentracion de
oxigeno de 3 a 9 mg/l.

Por ultimo reportan que el reactor con una suspensiéon de células libres, bajo las mismas
condiciones de cultivo que aquella con particulas de soporte de los microorganismos, la
produccidén de sulfatos fue menor. La diferencia entre ambos sistemas la explican debida a las
diferencias en el transporte de los reactantes y posiblemente también de los productos de la
oxidacion. Tanto el oxigeno como el sulthidrico, que son los dos factores que mas afectan la
formacién de sulfatos encuentran problemas de difusidon en el material de soporte utilizado
(particulas de poliuretano).

Buisman y col. (1994), reportaron un proceso bioldgico para la desulfuracion de gas de
combustion (SO»), a nivel planta piloto y con proyecciones a su aplicacién industrial en una

termoeléctrica con capacidad de produccion de 600 MW. El proceso consta de cuatro secciones,
en ese orden:

* una seccion de absorcion del SO,
* un reactor bioldégico anaerobio
* un reactor biolégico aerobio

* una seccion de recuperacion de azufre.

En la seccién de absorcion el SO, es solubilizado en una corriente acuosa basica produciéndose

una solucion rica en sulfito, de acuerdo a la siguiente reaccion:

NaOH + SO; —» NaHSO;

En el primer bioreactor, en condiciones anaerobias, se lleva a cabo un proceso de reduccion del
SO3 con la formacién de H,S de acuerdo a la siguiente reaccion (en esta etapa es necesario
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adicionar determinados compuestos que sirvan como donadores de electrones, basicamente

compuestos organicos como etanol, los cuales son transformados en biéxido de carbono y
biomasa):

NaHSO3 + 3H; » NaHS +3H;0

En el segundo bioreactor, en condiciones aerobias, el 4cido sulfhidrico es oxidado, bajo
condiciones controladas, a azufre elemental utilizando los microorganismos del género
Thiobacillus. Se lleva a cabo una oxidacion parcial del acido controlando las cantidades de
oxigeno suministrado, ya que su oxidacion total resultaria en la formacién no deseable de
sulfato. Esta oxidacién se presenta de acuerdo a la siguiente reaccion:

NaHS +1/20y —_p S°+ NaOH

En la dltima etapa el azufre elemental, insoluble, se recupera del efluente del segundo bioreactor
mediante un equipo de sedimentacion.

Los autores observaron que los parametros de mayor importancia a ser controlados son: a) el pH
del liquido de lavado del gas de combustidon (seccién de absorcion) antes de entrar al primer
reactor; b) el oxigeno disuelto en el reactor aerobio para lograr una oxidacién parcial del
sulfhidrico y recuperar azufre elemental. -

En una fase inicial se trataron 1500 m3/h de gas de combustion, reportandose eficiencias de
eliminacion de SO; del 95% y de H3S del 99% con recuperacién de azufre de un 95%.

1.8.2 Estudios realizados en biofiltros (BF).

Lizama y Sankey (1993) utilizaron Thiobacillus thiooxidans para estudiar la conversion de
sulfuro de hidrégeno (H;S) a azufre elemental y sulfato en una columna usando un flujo de gas

a contracorriente y medio liquido. La conversion inicial de azufre fue mucho mas rapida que la
subsecuente oxidaciéon a sulfato. La velocidad de eliminacion de H3S aumenté con el

incremento del area superficial disponible y con el tiempo. El nimero de bacterias aumenté muy
lentamente, teniendo una gran importancia la concentracion inicial de bacterias en la columna.
En ambos modos de operacién Thiobacillus thiooxidans es capaz de remover H;S de la

corriente gaseosa. La velocidad total de formacién de sulfatos fue cuatro veces mas lenta que la
oxidacién parcial de H,S con la acumulacién de azufre en el sistema.

Sam y col. (1993) estudiaron el papel de las propiedades de la superficie en la adhesion de
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Thiobacillus ferrooxidans sobre minerales como la pirita. Sefialan que existen dos mecanismos
responsables de 1a biodisolucion de sulfuros metalicos, el indirecto y el directo. El mecanismo
indirecto opera por la accidon quimica del sulfato férrico producido por el metabolismo
bacteriano. En este mecanismo no se requiere la adhesién de la bacteria a la superficie del
mineral. El mecanismo directo, por otro lado, comprende el ataque enzimatico, por lo tanto, se
requiere del contacto y la adhesion. Después de que la bacteria entra en contacto con el mineral,
las enzimas presentes en la membrana exterior llevan a cabo la disolucién del mineral. La
adhesion de la bacteria depende no sélo de las propiedades bioquimicas del organismo sino
también de las propiedades interfaciales correspondientes a varias interfases existentes en un
sistema de biolixiviacién. Las propiedades superficiales de las bacterias que afectan la adhesion
son la hidrofobicidad de la superficie celular y el potencial electrocinético.

Degorce-Dumas y col. (1997) estudiaron la oxidacién biolégica de sulfuro de hidrégeno en un
biofiltro empacado con sedimento de aguas residuales seco (BSE), caracterizaron la
microbiologia del biofiltro y estudiaron los efectos de algunos parametros sobre la colonizacién
y sobre la eficiencia del biofiltro. El efecto de la acidificacién (causada por la acumulacion de
los productos de oxidacion) también fue estudiado. Finalmente, la poblacién microbioldgica de
los biofiltros utilizando turba y lodo activado como soporte fueron comparadas, asi como su
eficiencia de eliminacién. La eficiencia de eliminacion de HjS del biofiltro puede ser
correlacionada con la poblacién inicial y su evolucidon. Los estudios concernientes a la
evolucion de thiobacilli en el biofiltro mostraron que los autétrofos no acidéfilos son capaces de
multiplicarse dependiendo de la velocidad volumétrica de carga. La velocidad de oxidacion
decrece cuando ocurre la acidificacién del empaque, seguido por la multiplicacién de autétrofos
acidofilos. Amortiguando el pH del empaque cercano a un pH neutro se duplica el periodo de
alta eficiencia (95%). Bajo estas condiciones se favorece el crecimiento de thiobacilli no
acidofilos, sugiriendo la correlacion entre la eficiencia de eliminacion y la presencia de bacterias
no acidéfilas. La baja eficiencia de los biofiltros convencionales empacados (materia organica,
por ejemplo turba) comparado con BSE, se puede explicar por su baja poblacion inicial. La
biomasa requiere de 2—4 semanas para adaptarse a las condiciones de operacion. Sin embargo, el
BSE contiene mas nutrimentos disponibles para el crecimiento microbiano, por lo tanto, su
adicion no es necesaria. La eficiencia de remocion completa fue obtenida en el intervalo de 2-3
kg HyS/m3d, con azufre elemental y sulfato como productos principales. La heterogeneidad del
empaque es Util para varias aplicaciones industriales, por ejemplo, para el tratamiento de

corrientes gaseosas que contengan compuestos azufrados, mercaptanos 6 VOC’s.
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1.8.3 Estudios realizados en biolavadores de lecho escurrido (BLE).

Revah y Col. (1995) y Torres y col. (1993) desarrollaron un proceso biotecnoldgico para la
eliminacién de CS; y H;S con la conversion a azufre y sulfato. Utilizaron un biolavador la lecho
escurrido el cual contenia una poblacion mixta de microorganismos aislados de fuentes
azufradas y plantas de tratamiento de aguas residuales, enriquecida por inoculaciones sucesivas.
Esta poblaciéon mixta de microorganismos contenia bacterias del género Thiobacillus. Las
concentraciones de los compuestos azufrados llegaron hasta 1000 ppm de cada uno, alcanzado
una eficiencia del 98% de eliminacién del H,S y mayor a 80% de CS,. Los estudios en
condiciones aerobias permitieron disefiar y construir equipos hasta de 800 m3/min y que llevan
operando varios afios.

Recientemente se reportan nuevas configuraciones de equipos que permiten tratar altas
concentraciones (hasta 2500 ppmv.) de H,S en aire. Se propuso (Hugler y col., 1999) que dos
biolavadores de lecho escurrido (BLE) en serie permiten mantener altas tasas de reaccion
facilitando el control de la oxidacién. Bajo estas condiciones en donde se solubiliza el H,S del
aire existe una alta conversidn hacia sulfato. Otras configuraciones de BLE permiten tratar
olores de plantas de tratamiento de aguas. Estas corrientes tienen concentraciones muy diluidas
de Hj;S, otros sulfuros, COVs y compuestos nitrogenados. Las configuraciones del BLE han
sido estudiadas por Lobo y col. (1999) en donde se pone en relieve el efecto de los fendmenos
de transferencia gas- liquido y reaccion en el lecho del biolavador.

[.8.4 Estudios realizados en nuevas configuraciones de reactores.

En las anteriores publicaciones sefialadas no se reportan sistemas en los cuales se favorece la
acumulaciéon de S° y su posterior recuperacion.

Sin embargo fue hasta 1997, en los trabajos de Janssen y col , que pertenecen al mismo equipo
de investigacién de Buisman, cuando se reportd un sistema que favorecio la acumulacion de S°
de la oxidacion del H,S.

Janssen y col. (1995) encontraron que bajo condiciones limitadas por oxigeno, abajo de 0.1
mg/L, el azufre es el producto final de la oxidacién del H3S, mientras que la formacion de

sulfato se favorecié por concentraciones limitadas de H»S. Y reportan que la oxidacion

biologica del H,S por microorganismos sulfoxidantes presenta dos biorreaciones en paralelo las
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cuales se consideran de primera importancia.
2HS" + 40, —» 280, + 2H" AG®'=-772.43 kJ/mol 2.1
2HS-+0, —® 25°+20H- AG®'=-129.50 kJ/mol 2.2

Como se observa, debido a que la oxidacién a sulfato genera mayor energia dtil a los
microorganismos, esta reaccién es mas conveniente para los mismos. Sin embargo, la formacién
de SO.* necesita 4 veces mas oxigeno que la formacién de S°, en consecuencia la segunda
reaccién necesita una mayor demanda de energia por aireacién lo cual implica una mayor
turbulencia en el sistema.

Posteriormente estos autores (Janssen y col., 1997), reportaron un proceso biotecndlogico de
méxima recuperacion de azufre a partir de la oxidacién del H»S. En este trabajo se disefio un
sistema donde el compartimiento de aireacién de la fase liquida y la oxidacién de sulfuro a
azufre estdn separados espacialmente. Evitando de esta manera la turbulencia debida a la
aireacion de la fase liquida y favoreciendo de esta manera la formacién de aglomerados de
biomasa y azufre el cual tiende a incrementar la tasa especifica de reaccion.

El sistema esta conformado por un vaso de aireacién totalmente agitado (V=8 L), donde se lleva
acabo la saturacién de oxigeno en la fase liquida, este se encuentra unida por recirculacion al
reactor (V=30 L) y es donde se lleva acabo la oxidacién parcial del H,S (fig. 1.3).

Bajo condiciones autotréficas y velocidades de carga de sulfuro excedentes de 3.4 g/L d, la
mayor parte de los aglomerado de biomasa (2.5%) y azufre elemental (92%) formados en el
reactor se inmoviliza en la parte superior del reactor, debido a una disminucién de la velocidad
de ascenso del liquido (fig. 1.3). Ya que la biomasa se retiene en el reactor, se pueden tener
velocidades de carga maés altas de sulfuro que en los sistemas convencionales de células libres.
La velocidad de carga mdxima estudiada fue de 14 g HS/1 d. Sin embargo, bajo esta
circunstancia los aglomerados tienden a acumularse en la parte superior del reactor lo cual
dificulta que las células se encuentran en suspension total, ademds dificulta el retiro de los
aglomerados de azufre-biomasa que se forman, por lo cual se consideré que para un sistema de
células libres la velocidad de carga maxima es 6 g HS7/L d. Por otra parte, cuando se
adicionaron 4cidos grasos volatiles en el sistema, se acumularon dentro del sedimento bacterias
de azufre heterotréficas y bacterias sulfato reductoras, y posiblemente también thiobacilli
mixétrofos, los cuales utilizan productos de excrecién microbiana como fuente de carbono. La

presencia de estos microorganismos reductores provocd un deterioro el sistema, debido que la
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actividad anaerobia de las bacterias sulfato reductoras redujo el azufre elemental presente en
sulfuro lo cual produjo una disminucién del rendimiento del sistema, por tal motivo fue
necesario retirar de manera continua el azufre elemental formado en el sistema. El principal

campo aplicacion de este tipo de sistemas es el tratamiento de aguas amargas provenientes de la
industria petrolera.

[
° ¢ .. AIREADOR
hodl |
o
clectrodo de O, — @ ‘ > Efluente
[ __pH o
elelctrodo T
Bomba Aire
Nutrientes de HCl
NaQQ l ‘ ‘ l g
REACTOR

Figura 1.3. Nueva configuracién de reactores empleado por Janssen para favorece la
acumulacién de S° y su posterior recuperacion.

La adicién de HCl es de importancia a medida que inicia la formacién de azufre elemental,

debido a que se tiene una formacidn de iones OH' de acuerdo con la ecuacién 2.2.

1.9 Estudios de formacién de azufre elemental por saturacién de sustrato.

Por su parte Visser y col. (1997) observaron que en una cepa pura de Thiobacillus sp. W5,
aislada de un consorcio de microorganismos sulfoxidantes, la saturacién del transporte de
electrones se llevé a cabo por la concentracién de sustrato (HS) en el medio. Asi, hasta
concentraciones de 10 mmol/L h y menores, la oxidacién fue completa hasta sulfatos, sin
embargo después de esta concentracidn el azufre se empezd a acumular en el medio. La

concentracién méaxima, sin que fuera téxica para la cepa, fue de 30 mmol/L h que a la méaxima
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acumulacién de azufre, 28 mmol/L h. Los autores suponen que la oxidacién se detiene debido a
la regulacion de la enzima que oxida al azufre, la cual no actda debido a que a nivel de
citocromos la capacidad maxima de transporte de electrones se encuentra saturada. En este caso
el requerimiento de electrones para la generacién de energia se satisface con la oxidacién del
HS- a So. Takeuchi y Suzuki (1997) han demostrado que la adherencia de Thiobacillus
thiooxidans al azufre elemental esta determinado por la hidrofobicidad de la bacteria y puede ser
controlado por la formulacién de medio.

.10 Estudio de la oxidacién biolégica de tiosulfato.

Alcéntara 2000, estudié las condiciones que favorecen la oxidacién bioldgica del tiosulfato en
azufre elemental y sulfato. Este estudio permitié de una manera general incrementar el
conocimiento de la fisiologia, metabolismo, formacién de biopeliculas y establecer algunos
pardmetros para su posible aplicacién en el tratamiento de aire y agua contaminadas con
sulfuros.

Las condiciones de cultivo que favorecieron la oxidacidn bioldgica de los compuestos
reducidos de azufre fueron: Un intervalo de pH entre 5.5 y 7, temperatura 30°C. Se determino
que para llevar a cabo la oxidacién completa a sulfatos es necesario mantener una concentracion
de oxigeno disuelto superior a 0,2 mg/L. Mediante pruebas de respirometria, se determino que el
crecimiento del consorcio se ve afectado negativamente en concentraciones de 40 g/L de
sulfatos.

En el estudio del cultivo en continuo en un reactor completamente agitado, determind una tasa
de dilucién critica de alimentacién alrededor de 3.4 d'', mientras que en un valor de 3 h'y
concentraciones de oxigeno disuelto superiores de 0.2 mg/L, el cultivo oxidé6 completamente el
tiosulfato a sulfato. En tanto, a concentraciones de O, disuelto de 0.2 mg/L se favorecid la
acumulacién de azufre elemental, el cual se dio en una conversién del 13% con respecto a un
azufre del tiosulfato. En concentraciones de O, disuelto menores de 0.2, se observo un efecto

negativo sobre el crecimiento.

Otro mecanismo que evalud para favorecer la formacién de azufre elemental, fue el mecanismo

de saturacién por sustrato, en el cual determino una conversién del tiosulfato en azufre
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elemental del 18%, al trabajar el sistema a tasa de dilucién de alimentacién de 3 d” y con una
concentracion de tiosulfato de 13.2 g/L. La concentracién de O, disuelto lo fijo en 3.8 mg/L.

En este estudio no se observé una acumulacién de azufre elemental en el reactor ya que la
caracteristica del sistema (reactor tanque agitado) no se favorecié la formacién de aglomerados

de biomasa activa — azufre elemental, los cual incrementan la tasa especifica de reaccién.

De los antecedentes bibliogréficos, se puede resumir que el trabajo que a continuacién se
presenta esta enfocado en determinar los pardmetros que favorecen la oxidacién bioldgica
parcial de tiosulfato en azufre elemental mediante un consorcio de microorganismos
sulfooxidantes. Para este propdsito se empleo un sistema experimental de maxima acumulacién
de azufre elemental, en el cual se realiza una se separa la aireacién del reactor (Fig. 11.3), lo cual
permite una limitacién de oxigeno y minimizar turbulencias en el interior del reactor. Asi
mismo permite el ajustar relaciones molares de O,/S, por medio de las cargas de oxigeno y
sulfuro que entran al reactor (Janssen y col.1995,1997). Una desventaja del disefio del sistema
experimental reportado por dichos autores, se debe a que la mayor parte del azufre elemental
formado se mantiene en suspensién en la parte alta del interior del reactor, lo cual provoca que
el azufre elemental no se pueda cuantificar en su totalidad. Dando como consecuencia que la
cuantificacién de azufre elemental se realice indirectamente por estequiometria al determinar la
con(;entracién del i6n sulfato, como lo indican en la literatura. Por tal motivo, en el trabajo que a
continuacién se presenta se realizé una modificacién al disefio del sistema experimental de
maéxima acumulacién de azufre elemental presentado por Janssen y col. (1997), con la finalidad
de poder sedimentar la mayor cantidad de azufre elemental en el fondo del reactor, de modo que
pued‘é ser retirado y cuantificado para poder realizar el balance total de azufre tomando en
cuenta a su vez los diferentes compuestos de azufre que se encuentran en la fase liquida como
son: sulfato, sulfito, tiosulfato.

De acuerdo a la literatura, la formacién de azufre elemental, se presenta bajo condiciones de
limitacién de oxigeno 6 saturacién de sustrato, lo cual ocurre de acuerdo a la estequiometria de
la reaccién a la relacion molar (OZ/S'Z) = 0.5. Janssen y col.,(1995) determinaron que la
formacién de azufre elemental se da en relaciones molares (OZ/S'I) entre 0.5 y 1.0. De donde
determinaron una conversién de sulfuro en azufre elemental del 75% en la relacion molar de
0.7. sin embargo no reportan informacidn del rendimiento celular, lo cual es de gran interés para

poder desarrollar un modelo matematico que simule la operacién del sistema experimental.
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Un punto importante a determinar en el trabajo que a continuacién se presenta es comparar las
velecidades de sedimentacion de los aglomerados de azufre-biomasa, con las velocidades de
flujo de ascenso en el interior del reactor, ya que esto indicard el maximo valor de flujo de
ascenso que se puede tener en el interior del reactor, el cudl permita la sedimentacién de las
part'i‘culas.

En éste trabajo se empled tiosulfato de sodio como compuesto reducido de azufre, el cudl se ha
emp.l'éado en diversos estudios como un modelo representativo de lo que sucede al trabajar con
sulfuro de sodio. La ventaja de trabajar con tiosulfato de sodio es que permite su manipulacién
sin riesgos asociados a toxicidad tanto para el consorcio y como para los seres humanos. Por
otra parte Alcantara 2000, determino que las condiciones de cultivo del consorcio microbiano
que” favorecieron la oxidacién biolégica del tiosulfato en azufre elemental y sulfato son
alrededor de pH 5.0 y a 30°C de temperatura.
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III. Objetivos

: Ol;jetivo general

Disefiar, caracterizar y evaluar el desempefio de un sistema experimental y sus condiciones de
operacion que permita favorecer la oxidacion parcial del tiosulfato en azufre elemental y sulfato,
mediante un consorcio de microorganismos sulfoxidantes.

- Objetivos particulares

. 1. Disefiar, montar y arrancar el sistema experimental.
2. Determinar la distribucién de tiempo de residencia del sistema experimental

‘3. Determinar el crecimiento del consorcio y de los productos formados de la oxidacidn bioldgica
del tiosulfato a diferentes relaciones molares de oxigeno y tiosulfato (O,/S,0,%).
4. Determinar la maxima conversién de tiosulfato en azufre elemental.
5. Determinar los solidos -suspendidos y sélidos sedimentados en los diferentes relaciones
molares (0,/S,0,%).

6. Determinar la velocidad de sedimentacién de las particulas de azufre.
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II1. Materiales Y Métodos 225975

En este capitulo se describen los dispositivos, métodos y condiciones experimentales bajo los

cuales el trabajo experimental fue desarrollado

[II.1 Material Biolégico.

Se utiliz6 un consorcio de microorganismos sulfoxidantes adaptados a tiosulfato por un periodo
de 4 afios, en un fermentador agitado BioFlo New Brunswick III. Del cual se tomar6én 10 mL de
inoculo y se hizo crecer en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio a pH de 7, 30
°C y 180 rpm de agitacién. A continuacién, cuando el pH medido se encontraba en 5, los
cultivos provenientes de 5 matraces se centrifugaron y se resuspendieron en solucién salina

estéril. Se llevé a una densidad dptica (DO) de 1 para posterior inoculacién en el reactor.

II1.2 Medio de cultivo.
Los microorganismos se crecieron en un medio descrito por Sublette (1987), utilizando como

compuesto reducido de azufre (fuente de energia): S,032". El tiosulfato de sodio se utilizé como

modelo de estudio en gran parte del trabajo, dado que permite su manipulacién sin riesgos
asociados a toxicidad. Es importante sefialar que este compuesto se ha utilizado como modelo

para estudios de la sulfoxidacién (Sublette, 1987; Steffes y col., 1996; Kelly y col., 1997):

Compuesto Cantidades (g/L)
NayHPO4 1.2
KH,PO4 1.8
MgSO4 7H,0 0.1
NH4Cl1 0.5
CaCl, 0.03
MnSOy4 0.02
FeCls 0.02
NaHCOs. 2.0
$,05” 7,12
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I11.3 Sistema experimental.

El sistema experimental empleado en este trabajo consiste basicamente en dos vasos

interconectados entre si. Las caracteristicas del disefio se describen en la seccién IV.1,

correspondientes a resultados.

separador de burbujas

N

R

Controlador de pH ﬁ
( )
N U= &
‘ ] © NaOH
—aire
F, A ]
Co,, » efluente
4f_@ V. Fr i ‘71' @ l
—————
I—T bomba [ k Va CSZOSZS
S ||pood bomba C Cso,x
T Cs,0.%, i aireador Csog,
B
Cs®,
A
sustrato } @ Cx,
y nutrientes Cse,
reactor

Figura IV.1.- Esquema representativo del sistema. (1), (2) y (3) son los puntos de muestreo. A,

B son diferentes zonas que se dan en el interior del reactor.

Las -’dimensiones del reactor y del aireador son de didmetro interno de 14 cm, 6.5 cm, de
longitud de 65 cm, 50 cm y sus capacidades volumétricas son de 10 L, 1.6 L, respectivamente.

La recirculacion del liquido a través del sistema se realizo con una bomba de velocidad variable
con control de velocidad de flujo manual en un rango de 10 a 180 L/h de la marca Micropump.
La velocidad de flujo de la solucién de nutrientes y sustrato se controlé con una bomba
peristaltica de ajuste de flujo manual con un rango de 1 a 10 L/dia de la marca Masterflex L/S.

El pH fue controlado alrededor de 5 por la adicién de hidréxido de sodio 0.5 normal (N)

mediante un controlador analogo de pH de la marca Cole-parmer. El sistema fue controlado a
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una temperatura de 30° C mediante un bafio de recirculacién de la marca SEV.

La concentracién de oxigeno en la fase liquida del aireador se determiné con un oximetro
modelo 50 de la marca YSI, en un rango de 4 a 6 mg/L, el cual depende del flujo de aire. En la
salida del reactor la concentracién se mantuvo por debajo de 0.1 mg/L, durante los experimentos

en flujo continuo.

A continuacién se dan el método utilizado para determinar la concentracion de oxigeno en la

fase liquida del aireador y como se determino la carga de oxigeno y tiosulfato en el reactor.

II1.4 Medicidn de la concentracién de oxigeno en la fase liquida.
La concentracion de oxigeno en la fase liquida del aireador se determiné con la finalidad de
poder emplear este valor en la determinacion de la carga de oxigeno que entra al reactor. Para
determinar la concentracién de oxigeno en la fase liquida se empleo un oximetro YSI modelo
50B. El procedimiento de medicidn se describe a continuacion:
1. En botellas de 0.5 L, se aireo agua durante el tiempo necesario para saturario de
oxigeno, aproximadamente 30 minutos.
2. Se calibra el oximetro a 5.8 mg/L. como indica el manual.
3. En una botella de 0.1 L, se colocaron 10 mL de NaOH 2 N y se aforo con
solucidn liquida proveniente del aireador. La adicién del NaOH es necesaria para inhibir
el consumo de oxigeno por los microorganismos durante la medicién.

4. Se determina la concentracién del oxigeno en la fase liquida dada en mg/L.

I11.5 Determinacién de la relacién molar entre el oxigeno y tiosulfato (O, /S,05%).
La idea principal es ajustar la relacién molar oxigeno y tiosulfato a la teérica dada por las
ecuaciones 3.1 y 3.2, donde una relacién molar estequiometrica O, / S,05° = 2 estard
favoreciendo a la formacién de sulfato de acuerdo a la ecuacién 3.1, mientras que una relacién
molar estequiometrica de O,/ S,05% = 0.5 estar4 favoreciendo la formacién de azufre elemental

de acuerdo a la ecuacidn 3.2.

S,0:% + 20, +H,O0——» 250,% + 2H" AG°=-739 kJ/mol 3.1
S,0:% + 120 ——»  §° + SO AG® =-231 kJ/mol 32
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Las relaciones molares O; / S;0:% que se evaluarén experimentalmente se determinaron
mediante el ajuste de las cargas de O, y S,05” en el reactor. El ajuste de las cargas para los dos

compuestos se puede realizar mediante la variacion de los siguientes parametros:

1. La concentracién del S;04> en el medio de cultivo (C s0ie)
V3 €

2. La concentracion del O; en la fase liquida del aireador (C,, , )
3. La tasa de dilucion de la alimentacion (Da).

4. La tasa de recirculacion(Dg).

F F
Donde: Dr =—% Da=-*%
Ty Y ATy

r

El volumen del reactor(V;) es un valor constante de 10L.

. F
Por lo tanto: Carga S ;05" =( v) Coor.™ Coopr)) 3.3

Carga 02 =({*) (Co,.~ Co,.) 34

r

ngo;-s = Concentracion de tiosulfato a la salida del reactor

Co,; = Concentracién de oxigeno a la salida del reactor

Con lo cual tendremos las relaciones molares en cargas (02/82032') mmol/L h / mmol/LL h
experimentales.

En los experimentos mencionados en la secciéon 1V.2.2-2.4, se fijaron dos parametros: la
concentracion del 52032'en el medio de cultivo y la concentracién del O; en la fase liquida del
aireador, por lo cual se tenia como variables los flujos de la alimentacion y de recirculacion, los

cuales se pueden ajustar por sus respectivas bombas (ver Fig. I11.1)

A continuacion se describen los métodos utilizados para realizar la determinacién de cantidad
de sdlidos que se mantienen en suspension y la cantidad de sdlidos que tienden a sedimentar en

el sistema experimental.
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I11.6 Determinacién de los sélidos en suspensidn.
Los sélidos suspendidos, se determinaron filtrando una alicuota de 30 mL del liquido del reactor
sobre un filtro de nitrocelulosa de tamafio de poro de 0.45 um previamente pesado, la muestra se

deja secar por 16 hrs a una temperatura de 40°C y posteriormente se pesa la muestra, la

diferencia del peso en el filtro serd el peso de los sélidos en suspensién (W p)

II1.7 Determinacion de los sélidos sedimentados.

Los sélidos sedimentados se determinaron mediante el siguiente procedimiento:

1. En un vaso de precipitado previamente pesado se toma una alicuota de 100 mL de la
parte inferior del reactor.

2. Se deja sedimentar la muestra por 1 hora y posteriormente se decanta el sobrenadante.
3. Se deja secar la muestra por 24 hrs a una temperatura de 70 °C y posteriormente se
pesa la muestra.

4. La diferencia del peso en el vaso serd la cantidad de sélidos sedimentados(W sq).

II1.8 Determinacién de la velocidad libre de sedimentacion.

En esta determinacién se empleo con la finalidad de determinar la velocidad libre de
sedimentacion de los diferentes tamafios de particula de los aglomerados de azufre-biomasa que
se forman en el sistema experimental. De esta manera se podrd relacionar la velocidad de
sedimentacién con el tamafio de particulas y determinar la velocidad constante promedio de
sedimentacién en el interior del reactor.

En esta determinacién se estudia la primera etapa de una curva de sedimentacién, donde los
solidos van descendiendo a través de una suspension diluida por la accién de la gravedad a una
velocidad constante y esta solamente depende de los diferentes tamafios de las particulas. Para
realizar esto se empleo un sedimentador cilindrico circular recto de un volumen de 1 litro en ei
cual se determino la velocidad de sedimentacién de pequefias cantidades de muestra de tamafio

de particulas predeterminadas las cuales tienen que descender una distancia de 20 cm en un

determinado tiempo.

45



Materiales y métodos

[11.9 Determinacién de la distribucién de los tiempos de residencia del sistema.

La distribucion de los tiempos de residencia (DTR) se utiliza para determinar el patrén de
mezclado en un reactor continuo ¢ indicar los tiempos de residencia de un compuesto a través de
un recipiente,m con base en las curvas de DTR se puede determinar si el flujo es de tipo pistén o
de mezcla completa y si en el recipiente se encuentran zonas muertas o con mezclado deficiente.
La DTR se puede calcular como una funcién de la respuesta a un impulso recibido, que
experimentalmente es la introducciéon de una cantidad conocida de un trazador al sistema. Se
considera como €l drea bajo la curva de la grafica de la concentracidn del compuesto contra el
tiempo (Levenspiel,1972).

El procedimiento de la determinacién se describe a continuacion:

1. Se prepara una solucién de azul de metileno (trazador) a una concentracién de 10 g/L
y se realizan diluciones para determinar una curva patrén que nos relacione la

absorbancia a 640 nm y la concentracién del colorante.

2. Se inyecto 5 mL del trazador con una concentracién de 10 g/L al reactor a través del
vaso de separacidn de las burbujas de aire de la fase liquida colocado en la parte superior

del reactor y la toma de muestra de la sefial de salida se realizo en el aireador.

3. Se hace un muestreo de la concentracién del trazador a la salida (Cy) a partir del
momento de la inyeccién, colocando 5 mL de la muestra en celdas para
espectrofétometria y se lee la densidad Gptica a 640 nm por intervalos de tiempo de una
hora hasta que la curva forrﬁada sea una asintota con respecto al eje x. La concentracién

de colorante de estas muestras se determina por medio de la curva patrén del colorante.

La informacién obtenida con el trazador se emplea directamente para determinar
experimentalmente la distribucién de tiempos de residencia, la cual se calcula como una funcién
de la respuesta al estimulo recibido.

El 4rea bajo la curva concentracidn-tiempo estard dada por:
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J=["Cpar 35

Esta curva puede ser integrada como una curva de distribucién normal recordando que el drea

bajo una curva normal es siempre la unidad por lo cual tendremos.

j“’&d::l 3.6
o J

El 4rea es la distribucién de tiempo de residencia normalizada.

A continuacién se describen los métodos analiticos empleados en la cuantificaciéon de azufre
elemental, sulfato, sulfito y tiosulfato y politionatos. La finalidad de estas determinaciones es

poder cuantificar la cantidad de azufre en cada componente y poder cerrar el balance de azufre.

II1.10 Cuantificacidn de azufre elemental.

La cantidad total de azufre elemental serd la sumatoria del azufre elemental que se encuentra en
el liquido en suspension y el azufre elemental contenido en el sélido sedimentado. Por tal

motivo, la cuantificacidn del azufre elemental total requiere dos determinaciones diferentes.

a). Determinacién de azufre elemental (S°) en suspension.

Se determind la cantidad de S° en suspensi6n por espectrofotometria (Bartlett y Skoog, 1954).
Este método se basa en la reaccién de cianuro de sodio con azufre elemental para formar
tiocianato de sodio. En una solucién de acetona, el azufre elemental reacciona rédpida y
cuantitativamente con cianuro para dar el complejo tiocianato. El tiocianato puede ser
determinado colorimétricamente por la adicién de acetona con cloruro férrico. El método es
sensible para concentraciones de 2 ppm de azufre elemental. Los peréxidos, sulfuros, bisulfuros
y mercaptanos no interfieren cuando estan presentes en grandes cantidades. El método alcanza

una precisién del 98-99%.

b). Determinacidn de azufre elemental en el sélido sedimentado.

La determinacion de la cantidad de S° en el sélido sedimentado se determino mediante el
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siguiente procedimiento.
1. Se determina el peso seco de los sélidos sedimentados(Wsq), como se indica en la
seccidn I11.8.
2. Se prepara una solucién con una concentracién de 50 mg/L del sélido sedimentado y
de azufre elemental grado reactivo en éter de petréleo por separado con la finalidad de
comparar el %S° que contiene la muestra sedimentada por el método de
espectrofotometria indicado anteriormente.

3. La cantidad de azufre elemental contenido en el sélido sedimentado estara dado por:
(Wssa) * (%S°).

I11.11 Cuantificacién de S7032-, SO32-, SO42- y S4062"

La deteccién y cuantificacion de S;042-, SO32-, SO42- y S40¢2" se ha podido realizar también en
forma répida y precisa por cromatografia de liquidos (HPLC). Este método se realizé con un
detector PDA (Photo Diode Array 996, Waters) con una longitud de onda de 308 nm. Se usé
ftalato de potasio (0.04 M pH 4) como fase mévil a un flujo de 0.8 mL/min., con una columna
(IonoSpher-A) de intercambio iénico de 250 mm de longitud y 4.5 mm de didmetro interno,
empacada con silica. La temperatura a la cual se realizé la deteccién fue de 30 °C y 1500 psi de
presién

A partir de una solucién 10 mM de sulfito, sulfato, tiosulfato y tetrationato de sodio (por
separado), en agua desionizada, se hicieron diluciones para tener diferentes concentraciones de
los compuestos y determinar la linealidad de la respuesta, encontrdndose que el 4rea bajo la
curva fue directamente proporcional a la concentracidn.

Preparacion de la muestra para el andlisis en el HPLC. Se hace una dilucién de la muestra (1:10)
y se filtra 1 ml de la misma con una membrana de nylon de 13 mm de didmetro y 0.45 pum de

tamafo de poro. Se aplican 20 pl de la muestra y se hace la inyeccién.
I11.12 Cuantificacién de biomasa

La biomasa se determino indirectamente por su contenido de proteina, la cual fue cuantificado

por el método de Lowry (1951) utilizando una curva patrén con albimina de 0 a 500 mg/L.
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I11.13 Estudios de respirometria.

El estudio de respirometria, entre otras cosas sirve para determinar la velocidad de oxidacién de
un determinado compuesto. La técnica se basa en la medicién del consumo de oxigeno como
una medida indirecta de la oxidacién de los compuestos reducidos de azufre por los
microorganismos aerobios estudiados.

El inoculo utilizado para los estudios en respirometria se obtuvo del reactor experimental. Los
compuestos reducidos de azufre se adicionaron en una concentraciéon de 1 mM y las tasas de
oxidacién del tiosulfato fueron calculadas en concentraciones crecientes de los compuestos: 0, 1,
2,3,4y 5 mM.

El oxigeno se midié utilizando un oximetro YSI modelo 50 B. El procedimiento se describe a
continuacién:

1. En botellas de 0.5L se aireo el medio de cultivo durante el tiempo necesario para saturarlo
de oxigeno, aproximadamente 30 minutos.

2. Se inoculé la botella con 10 % v/v de células centrifugadas y lavadas con solucién salina
al 0.85 %

3. Se adicionaron los sustratos a evaluar. Asimismo se evalué la oxidacién quimica de los
sutratos, para esto en el medio sin células se determiné el consumo de oxigeno respecto
al tiempo.

4. Se dejaron las botellas en agitacién a temperatura de 30° Cy pH 7

5. Se midié el consumo de oxigeno en el tiempo

6. Se calcul6 la tasa de consumo de oxigeno (mg O, /min) por medio de la pendiente del
consumo respecto al tiempo.

7. Finalmente, las velocidades de oxidacién de los sustratos (mg compuestos azufrados/g
proteina min), se deben dé calcular considerando la biomasa y la correccién para la
respiracién enddégena. Esta dltima se calculé midiendo el consumo de oxigeno sin
sustrato, es decir; medio con células sin fuente de energia se le midié el consumo del

“oxigeno respecto al tiempo.

8. Para los célculos de las tasas relativas de oxidacién a partir del oxigeno consumido se
consideraron los siguientes factores de la relacién sustrato/oxigeno de acuerdo a la
estequiometria de la oxidacién:

Tiosulfato

S,05"+20,+H,0 — 2H,SO,4 3.7
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IV. Resultados

"IV.1 Disefio y caracterizacion del sistema experimental.

El sistema experimental se disefio con la finalidad de obtener una maxima acumulacion de azufre
elemental. Para lograr esto, se realiz6 una separacion espacial de la aireacion del reactor con lo
cugl s¢ evitan las turbulencias ocasionadas por la aireacién y ademaés se limita la concentracion de
oxigeno en interior del reactor, con lo cual se estimula la formacion y la aglomeracion de azufre
elemental (Janssen y col.1997). La concentracion de oxigeno en el reactor se dara solamente por
la recirculacién del liquido del aireador al reactor.

Sin embargo las turbulencias que se ocasionen en el reactor estaran ahora en funcion de la
velocidad de recirculacidn. Asi mismo, para disminuir este tipo de turbulencias, la cual afectara la
libre sedimentacién de las particulas de azufre, se implant6 un dispositivo en la parte media baja
-del reé,ctor, el cual da una separacion de dos zonas (A,B) en el interior del reactor, como se

muestra en la figura I11.1.

A).- Zona con turbulencia.

B).- Zona sin turbulencia.

La diferencia principal entre el disefio del sistema experimental presentado en este trabajo, al
presentado por Janssen y col.,1997 (figura 1.3), radica en que éste nuevo disefio, permite
mantener en la parte baja del reactor una zona de libre sedimentacion (sin turbulencias). Donde se
asume ‘que las particulas de biomasa-azufre al entrar a esta zona tenderdn a sedimentar
libremente, de esta manera se promﬁeve que la mayor cantidad de particulas tiendan a sedimentar
‘en el fondo del reactor para su posterior retiro y cuantificacién. Una mala remocion de las
particulas de biomasa-azufre cuando se trabaja este tipo de sistema en condiciones heterotroficas
(Janésen y col, 1997), ocasiona una disminucion de la eficiencia del sistema, debido
pringipalmente a que las bacterias sulfatoreductoras se incorporan en los aglomerados de azufre
elemental y biomasa e inician la reduccion bioldgica del azufre elemental en sulfuro, lo cual

conlleva a un aumento de los niveles de sulfuro en el sistema ocasionando una inhibicion de las
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bacterias sulfooxidantes. Por esta razon, una efectiva remocién de azufre es esencial para una

223975

Al implantar del dispositivo en la parte media baja del reactor, sé obtuvo un mejor control de pH

aplicacion exitosa del proceso en condiciones practicas.

en 5, ya que la difusién del NaOH agregado al sistema para neutralizar el acido producido por la
oxidacion bioldgica del tiosulfato se da en mayor grado, debido a la caracteristica del patrén de

flujo dado en la zona superior del reactor (A), el cual se determina a continuacion.

IV1.1 Determinacién de la distribucion de tiempo de residencia.

En esta seccidn, se reportan los resultados de la caracterizacion del patron de flujo del sistema
experimental, lo cual proporcionara informacién sobre el disefio del sistema experimental. Esta
informacion se determind por el método estimulo-respuesta (Levenspiel,1972). El método
expérimental empleado se describe en la seccion II1.9. El experimento se llevd acabo en el
sistefna experimental representado en la figura IIL.1, el cual fue llenado de agua de llave. El
volumen total del sistema es de 11.6 L y los volimenes de las zonas con turbulencia y sin
turbulencia en el interior del reactor son de 7.3 L y 4.3 L respectivamente. La tasa de dilucidn de
alimentacién y recirculacién se mantuvieron en 0.431 d'! y 3 h! respectivamente.

Comd se puede observar en la figura IV.lc, la divisién de las dos zonas del reactor estan
claramente definidas. En la parte superior del reactor se tiene una zona de volumen activo (con
turbulencia) y en la parte baja se tiene una zona de volumen semiestancado (sin turbulencia). ¢i
cual se puede clasificar como una zona de libre sedimentacion. El aireador se puede considerar
como un rector completamente agitado el cual tiene la funcién de realizar una transferencia de
oxigeno de la fase gas a la fase liquida.

El numero de Reynolds correspondiente a la velocidad de ascension en el interior del reactor

(V) de 240 cm/h, dado para la tasa de recirculacién de 3 h'! y un didmetro interno (d;,,) de 14

cm, €S:

Re - Vascpint pliq = 100
liq

Los valores de la densidad y viscosidad del liquido son 1016 Kg/m?® y 0.960 cp, respectivamente.

En la figura IV.1 se presenta la evolucion del patrén de flujo en el sistema durante las primeras

doce horas.
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Figura IV.1a. En t = 0. Inyeccién del trazador en el recipiente de separacion de burbujas por el
cual entra el flujo de recirculacién al reactor.

Figura IV.1b. En t = 3 min. Se observa como el colorante inicia a mezclarse solamente en la
zona de turbulencia del reactor.
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Figura IV.1c. En t= 6 horas. Se observa que el colorante solamente se encuentra mezclado en la
parte de la zona de turbulencia del reactor y en el vaso de aireacion.

Figura IV.1d. En t = 12 horas. El colorante se encuentra en todo el volumen del reactor. sin
embargo, la presencia de colorante en la zona sin turbulencia al parecer se debe a la conveccion
forzada procedente de la zona con turbulencia.
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En la tabla V.1, se representa la respuesta continua a una funcién delta de entrada al sistema. El
area bajo la curva concentracion-tiempo (J), definido en la Ec. 3.5, da aproximadamente la
cantidad total de trazador introducido inicialmente. Para determinar la distribucion de tiempos de
residencia el area bajo la curva debe de ser la unidad, por lo cual la concentracién del trazador a
la salida (Cr) debe dividirse por J, dando como resultado la distribucién de edades del trazador a
la salida (E). La figura IV.2 es la representacion grafica de la curva de distribucion construida

con los datos de la tabla [V.1

Tabla IV.1 Resultados obtenidos del método estimulo-respuesta, donde £ es la distribucidn de
edades del trazador a la salida. /= 0.137 g h/L.

T Concentracion de trazador
Tiempo (h) E=CriJ(1/h)
a la salida (g/L)
0 0.0 0.0
12 0.00424 0.0310
24 0.00236 0.0170
36 0.00142 0.0105
48 0.00110 0.0085
60 0.00080 0.0061
72 0.00058 0.0038
84 ' 0.00044 0.0027
96 0.00035 0.0016
108 0.00026 0.0010
f (;Tdt = 098

De acuerdo a la ecuacidn 3.6, el area bajo la curva de una distribuciéon normal, es siempre la
unidad. En este caso el valor del drea de la distribucion normal, de acuerdo con los resultados

presentados en la tabla IV.1 fue de 0.98.
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I T T T T

0 20 40 60 80 100
tiempo (horas)

Figura IV.2 Curva de distribucién del tiempo de residencia (£).

IV.1.2. Aplicacion del modelo de tanques en serie.

La ﬁgura IV.2, muestra la curva de distribucion de tiempo de residencia la cual es asimétrica v
presenta una terminacién en forma de cola. Por lo cual se puede asumir que el comportamiento
del sistema experimental, se asemeja a un reactor de tanque de mezcla completa. Sin embargo
para’ determinar las desviaciones del flujo no ideal en el sistema con respecto al flujo ideal de
mezéla_ completa, se empleard el modelo de tanques en serie, el cual supone que el sistema
experimental se puede representarse por varios tanques de mezcla completa ideal del mismo

tamafio en serie. Donde el tinico parametro es el numero de tanque(?V).

El modelo de tanques en serie para VV nimeros de tanques esta dado de manera adimensional

(Levenspiel, 1972) como:

N-1
. = NINO™™ oy 4.1
(N-1)!
La media y la varianza vienen dadas por: t; =1 y oy = ! 42y 43

La media y la varianza de una distribucién continua normalizada y medida en un numero finito

de puntos equidistantes, viene dada por

t= ftEdt y o = f P Edt -t 44y4.5
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Los resultados obtenidos de 1a media, varianza obtenido de los valores de la tabla IV.1 son :
t=34h o’ =700h"

El numero de tanques estard dado por :
N=—_ 4.6

2

Donde: o," = — 4.7
2
t
Sustituyendo el valor de ¢ y o en la ecuacién 4.7, tendremos: 0'92 = 0.605 y st este valor se
sustituye en la ecuacién 4.6, se tendra el numero de reactores (V). Donde N = 1.7 *2.

Empleando el modelo de tanques en serie, representado por la ecuacién 4.1. Donde N = 2.

—_
]

tiempo adimensional (0)

Figura IV.3 Representacién de la curva de distribucién del tiempo de residencia por el modelo

de tanques en serie para N = 2.

En la figura IV.3, se observa que la curva descrita por el modelo de dispersién indica que el
patréﬁ de flujo en el sistema tiene la tendencia hacia un flujo de mezcla completa ideal , el cual

esta determinado por N=1. Por su parte Levenspiel,1972. sefiala que los sistemas con
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recirculacién se comportan como un gran tanque con agitacién cuando la velocidad de
recirculacion es relativamente rapida comparada con el flujo global a través del sistema. Esto
explica el comportamiento del flujo en mezcla completa del sistema evaluado.

Sin embargo este flujo de mezcla completa determinado en el sistema, se puede clasificar en dos
tipos:

a) Tanque de mezcla completa con una zona muerta (sin turbulencias) en la parte inferior del
reactor, tal y como se muestra en la figura IV.lc, este comportamiento se da a tasas de
recirculacién menores alrededor de 4 h™'.

b) Tanque de mezcla completa sin zona muerta (totalmente con turbulencia), el comportamiento
seria algo parecido a la figura IV.1d, dicho comportamiento se da a tasas de recirculacién
mayores alrededor de 4 h™.

Al va;or Drde 4 h", le corresponde un valor del nimero de Reynolds = 130.

En la figura IV.4, se muestran las curvas DTR para dos tasas de dilucién de recirculacion (Dg)

diferentes evaluadas en un tiempo de 8 horas.

0.05 —— DR= 3 h" (Re = 100)
.1 _
0.04 § —®—D=5n" (Re=150)
0.03 |
E
0.02 |-
001 |

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (horas)

Figura IV.4. Comparacién entre dos curvas DTR, evaluadas para dos diferentes tasas de dilucion

de recirculacién (Dg).
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En la figura IV .4, se observa que existe un comportamiento similar para los dos Dy evaluadas.
Sin embargo, existe una diferencia en la distribuciéon de edades a la salida (E). Ya que el
colorante inyectado en Dr = 3 h'l, se mezcla en 6 litros del reactor y en el caso de Dr =5 h-l, el
cotorante inyectado se mezcla en los 10 litros del reactor, lo cual da una diferencia de
concentraciones del colorante a la salida, teniendo una concentracién menor en Dz = 5 h',

Esto permite asumir, que si se quiere mantener un sistema en el cual se favorezca la formacion y
la sedimentacion de los aglomerados de azufre elemental-biomasa, serd necesario trabajar el
sistema con tasas de recirculacion menores de 4 h", de lo contrario la turbulencia en el reactor
sera tal, que desfavorecera la formacion de aglomerados y dificultard la libre sedimentacion de

las p'articulas en la zona baja del reactor (Ver seccion IV.3.2).

IV.‘i.3. Calculo de la fraccion de volumen muerto.

La determinacién de la fraccién de volumen muerto de un reactor en el sistema, ayuda a
determinar la zona estancada o no reaccionante (Levenspiel,1972). Generalmente, siempre se
trata'-.d‘e‘ eliminar estas zonas ya que causan una disminucién de la eficiencia global del equipo
durante el proceso. Sin enibargo, en este proceso en especial se trata de tener una zona de
volumen' semiestancado (muerta), con la finalidad de evitar turbulencias y de esta manera
fomentar en un mayor grado la formacién y la sedimentacion de las particulas de azufre
elemental que se forman de la oxidacién parcial del tiosulfato.

La fraccién de volumen muerto(Fvm) se puede determinar como el volumen total del sistema
menos el volumen activo entre el volumen total, es decir;

VT

F. =7 Ya |- Donde: Tett et =
VM VT T 1%

RH ideal
El valor de la fraccién de volumen muerto para un Vi=11.6,V =3 L/idiay =34k es: Fvu=
0.389, lo cual indica que el volumen muerto del sistema es de 4.5 L. Este valor obtenido es muy

cercano al valor real de volumen muerto del sistema el cual es de 4.3 L que corresponde al

volumen de la zona sin turbulencia de la figura III.1
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IV.2 Desempefio global del sistema empleado en la eliminacién biologica de

tiosulfato

Una dé las finalidades de realizar estudios a nivel laboratorio sobre procesos de eliminacién
biolégica de contaminantes es el escalamiento para su posterior aplicacion industrial. Es
necesario para ello establecer el tipo de reactor que presente las mejores caracteristicas de
eliminacion del contaminante. En el caso de los compuestos reducidos de azufre se han utilizado
los reactores totalmente agitados, que utilizan un consorcio sulfoxidante (Buisman y col., 1989) o
cepas puras de Thiobacillus (Sublette, 1987; Visser y col., 1997), para la eliminacién de sulfuro
de éor_rientes acuosas. Este sistema se utiliza también para el tratamiento de corrientes acuosas
contaminadas con tiosulfato y tiocianatos de la industria fotografica (Robertson y Kuenen, 1991).
Por su parte, Janssen y col. (1997) reportaron que al separar la agitacidn y la aireacion del reactor
“donde se efectua la oxidacién de sulfuro por un consorcio sulfoxidante, se estimulé la formacién
de aglomerados de azufre elemental-biomasa activa. En los sistemas convencionales (reactores
totalmente agitados) la alta turbulencia que se tiene en este tipo de reactores no permite la
formacion y la acumulaciéon de azufre elemental-biomasa, ya que estos aglomerados son
disgfégédos continuamente. Por otra parte, Gommers y col. (1988a, 1988b) sugieren la
utilizacion de reactores de lecho fluidificado para un proceso simultaneo de desnitrificacion y
sulfuroxidacién. Se identificé a Thiomicrospira sp como uno de los microorganismos del
cons_oréio. En el caso del tratamiento de gases contaminados con sulfuros (HzS y CS») se han
utilfzéd_o biolavadores de lecho escurrido (Revah y col., 1995; Torres y col., 1993) asi como
bioﬁltros (Yang y Allen, 1994; Degorce- Dumas y col., 1997). En ambos procesos se utilizaron
cons'ofcios sulfoxidantes. En el caso del tratamiento de corrientes acuosas contaminadas con un
compuesto reducido de azufre, Alcantara (2000) reporté un estudio de la oxidacion biologica del

tiosulfato empleando un reactor completamente agitado y un consorcio sulfoxidante.

Revah y col.,1999 iniciaron una nueva etapa de estudio de la oxidacion bioldgica de tiosulfato en
la cual se empled un sistema de maxima acumulacion de azufre elemental. El objetivo fue
disefiar, caracterizar y evaluar el desempefio del consorcio sulfoxidante en este nuevo sistema

experimental, en el cual se pretende favorecer la oxidacion parcial de tiosulfato en azufre
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elemental y sulfato. En la figura IV.5 se presenta el comportamiento del consorcio sulfoxidante
en el sistema experimental, descrito en el capitulo IV.1. En la figura IV.5 el tiempo que se grafica
es de 340 dias y corresponde a la representacion del desempefio del consorcio a lo largo del

estudio. El estudio del desempefio del sistema se inici6 el 10 de septiembre de 1999.

—e— proteina — ¥ azufre
<> ¢ >< ale > <> —a— sulfato
a b c m <>
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Figura IV.5. Cultivo continuo del consorcio sulfooxidante a lo largo del estudio, el pH fue

controladoen 5 y 30°C de temperatura.

La figura V.6 se divide en diferentes etapas de estudio, las cuales se pueden resumir en la tabla

V2.~

Tabla IV.2. Resumen de las diferentes etapas de estudio del consorcio sulfoxidante evaluado en

el nuevo sistema experimental.

Etapa | Dias Tipo de estudio Tipo de sistema

a 0-35 Arranque del sistema Lote

b 35-140 |Efecto de limitacion de oxigeno Continuo
Efecto del aumento de carga de

c 140-190 | . L , .
tiosulfato y limitacidn de oxigeno Continuo

d 200-270 thencmn de la maxima conversion de '
tiosulfato a azufre elemental Continuo

. 300-340 Estabilizacién del sistema con

conversiones del 65% de tiosulfato a S° Continuo

60



Resultados y conclusiones

Los puntos m, n representan las fallas del sistema durante la etapa de estudio, las cuales resumen
en la tabla IV.3

Tabla IV.3. fallas del sistera experimental durante la etapa de estudio.
225975

Punto Causas del fallo Restablecimiento

El sistema se restablecié al subir el pH a 5,
mediante la adicién de medio de cultivo. El
sistema se restablecid en 3 dias. No fue
necesario reinocular el sistema.

El sistema se quedo sin oxigeno |El sistema se restablecié al airear directamente
n durante 2 dias, debido a una falla de | el bioreactor. El sisterna se restablecid en 2 dias.
la bomba de aire. No fue necesario reinocular el sistema.

El sistema se mantuvo en pH de 2,
m | durante dos dias debido a una falla del
" | controlador de pH.

[V.2.1 Etapa a; Arranque del sistema

Se inicio con un cultivo en lote en un reactor de 10 litros completamente aireado, en el cual se
inoculo un consorcio sulfoxidante proveniente de un cultivo en continuo adaptado a tiosulfato por
un periodo de cuatro afios.

El objetivo fue evaluar el comportamiento del consorcio en el sistema en lote, para esto se
determino la concentracién de proteina, la formacién del sulfato y pH.

La condiciones iniciales fueron: Concentracién inicial de tiosulfato de 7 g/L, pH 7, 30 °C y 10%
de inoculo. Los resultados se presentan en la figura IV.6.

En la la figura IV.6, se observa que el maximo crecimiento del consorcio se alcanza a los 30 dias
de operacidn, presentdndose un valor de proteina de 95 mg/L, el cual concuerda con una maximo
formacién de sulfato de 11.3 g/L.. En referencia al pH se observa una disminucidn hasta un valor
de 5 obtenido en el dia 11 de operacién y durante el resto del experimento se controlo a este
'valor. |

Estos valores concuerdan con los resultados obtenidos por Alcantara (2000), en los cuales reportd
que los valores maximos de crecimiento y de formacién de sulfato alcanzados por este mismo
consorcio en matraz fueron de 126 mg proteina/L y de 13 g/L, respectivamente. Las condiciones

iniciales para su experimento fueron: 10 g/L de tiosulfato, 10% de inoculo, pH 7'y 30 °C .
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Figura IV.6 Etapa a; (A) Crecimiento; (B) formacién de sulfatos; y (C) pH del consorcio a 35

dias de operacién del sistema.
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Con respecto al pH sefiala que la disminucién es caracteristica del crecimiento del consorcio y
esta relacionada con la formacion de sulfato en el sistema.
En la figura IV.6, donde se presenta los primeros 35 dias de operacién, se observa que el
* consorcio después de la fase exponencial de crecimiento alcanza un estado estacionario después
del dia 28 de cultivo. En este tiempo oxida todo el tiosulfato presente y se alcanza el maximo de
conversioén a sulfato (12 g/L). Por lo que al dia 35, se realizo un cambio en la configuracion del
sistéma experimental (figura III.1), iniciandose la operacion en continuo. La concentracion de
tiosulfato en el medio de cultivo fue de 12 g/L y se utilizé una tasa de dilucién de alimentacién de

0.215 d . Posteriormente, se ajustd la tasa de recirculacion.

IV.2.2 Etapa b; Efecto de la limitacién de oxigeno.

.Con el fin de evaluar la oxidacioén total y parcial del tiosulfato y su efecto sobre el crecimiento, se
evaluaron diferentes relaciones molares (02/82032'), como se indica en la seccion IL.5. Las
cuales ‘se determinaron por cargas de oxigeno y tiosulfato en el reactor. La concentracién del
tiosulfato en el medio de cultivo de alimentacién fue de 12 g/L. Se evaluaron 6 diferentes
relaciones molares (02/82032') las cuales fueron: 2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5 y 0.4. Para obtener estas

relaciones molares se mantuvo la tasa de dilucién de alimentacién de tiosulfato constante a un

valor de 0.215 d” , Q de 0.960 mmol/L h y se vari6 la velocidad de carga del oxigeno que

5,0,7%
entra en el reactor para esto se ajusto la tasa de recirculacion a valores de 12.10, 9.20, 6.20,

470,30y 243 hnl, QO2 de 1.95, 1.42, 0.952, 0.723, 0.470, y 0.380 mmol/L h, respectivamente.

La concentracion de oxigeno en el liquido del aireador se mantuvo constante en un valor de 5.1
mg/L y.en la salida del reactor la concentracién del oxigeno fue menor de 0.1 mg/L solamente en
las relaciones molares menores de uno. El volumen del liquido en el vaso aireador se mantuvo en

1.5 L. Los resultados se presentan en la figura IV.7.

En la figura IV.7, se grafica la formacién de sulfato, sulfito y azufre elemental (g/L) obtenidos
en estado pseudoestacionario de las diferentes relaciones molares (02/82032') contra el tiempo.
En la tabla IV.4 se presenta el balance de azufre de los tres compuestos que se forman de la

oxidacion parcial del tiosulfato.
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En la figura IV.7 y la tabla IV 4, se observa que a relaciones molares (02/S;05%) > 1.0 el sulfato
es el principal producto de la oxidacion del tiosulfato, mientras que en relaciones molares
(02/52032‘) entre 0.4 y 1.0, se favorece mds la formacién de sulfito que la formacién de azufre
elemental. El % de conversién de tiosulfato a S° en la relacién molar de 0.5 y 0.4 fueron del
15.6% y 20.4%, respectivamente. Sin embargo, estas conversiones son bajas con respecto a la
conversion estequiométrica, a la cual le corresponde un valor de 3.43 g/L. en azufre elemental
para la relacién molar (02/82032‘) =0.5

En los estudios realizados por Janssen y col. (1995), en un reactor fed-batch, reportaron que bajo
Eondiciones de limitacién de oxigeno por debajo de 0.1 mg/L y relaciones molares (02/S*) entre
0.6 y 1.0, el azufre elemental es el mayor producto terminal de la oxidacion biolégica del sulfuro,
el cual se dio hasta en una conversién del 75%, mientras que en relaciones molares (02/82') >1.0,
el sulfato fue formado hasta en un 98%. es decir. De los resultados obtenidos con los comparados
en la literatura, se puede afirmar que en relaciones molares de (Oz/SZ‘) y (02/82032') >1.0, el
producto terminal de la oxidacién biolégica serd el sulfato. Por otra parte es notorio que la
formacién de S° no se dio como se esperaba en las relaciones molares (02/82032') entre 0.4 y 1.0,

de acuerdo a lo reportado en la literatura.

—a— gulfato —e—sulfito

E —v—azufre | ¢

sulfato (g/L)
(7/6) auynze A oyyns

tiempo (dias)

Figura IV.7. Etapa (b); Cultivo continuo a diferentes relaciones molares experimentales
(04/S,05%). El pH fue controlado en 5.0 y 30 °C de temperatura. Los ndmeros en la parte media

de la gréafica representan las relaciones molares (02/52032’).
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. Tabla IV 4. Balance de la oxidacidn de tiosulfato del consorcio en estados estacionario
Pa=0215d").

Relacién _

0107 2 15 1.0 0.75 0.5 0.4
$205(e), mol/L |  0.107 0.107 0.107 0.107 0.107 0.107
SO4“(s), molL | 0211 0.198 0.188 0.154 0.136 0.128
03> (s), mol/L 0.0 0.0 0.019 0.055 0.052 0.050

$°(s), mol/L 0.0 0.0 0.0 0.005 0.017 0.022

%S(e) as’ 0.0 0.0 0.0 4.6 15.6 20.4

B.;lance de S 0.003 0.015 0.006 0.004 0.008 0.014
(mol/L)

En 1a.. tabla IV.5, se presenta la comparacion entre las relaciones molares (Oz/SzOzz')
experimehtales calculadas por cargas de O2 sobre cargas de $S205” en el reactor y las relaciones
(02/82032') determinadas por el balance de Oz presente en el producto de la oxidacion. Los
resultados indican que existe una diferencia entre estas relaciones. En la primera diferencia entre
la relaciéon molar obtenida por el balance de Oz y la experimental, se observa que la diferencia es
negativa (-0.06), lo cual indica que un 2% del tiosulfato de entrada no fue convertido a sulfato,
esto; es confirmado en el resultado de la tabla IV.4. Sin embargo a valores menores de la relacion
molar experimental de 2, las diferencias son positivas, al parecer esto se debe, a que se produjo
una mayor formacion de los productos mas oxidados de la que sé esperaba en las relaciones
molares experimentales determinadas en el reactor. Es posible considerar que la diferencia, dada
por una mayor formacién de los productos mas oxidados sé¢ dio fuera del reactor. Dado que las
condiciones en el interior del reactor en las relaciones molares experimental (02/82032-)< 1.0, son
micro-aerobias, lo cual dificultaria una oxidacién mayor del tiosulfato, de la especificada por la
relacién molar experimental. Esto vendria a suponer que en las tres ultimas relaciones molares la

alta'goncentracién de oxigeno (5 mg/L) y el tiempo de residencia ( alrededor de 2 minutos) del
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liquido en el aireador contribuyd a la formacion de los productos mas oxidados. Lo cual
supondria que las diferencias casi constantes alrededor de 0.5, dadas en las ultimas 4 relaciones

* molares son la contribucidn de las condiciones presentes en el aireador.

., : 2 .
Tabla IV.5. Comparacién entre las relaciones molares (02/S203 ) determinadas
experimentalmente con las relaciones molares determinadas por el balance de oxigeno presente

en el producto de oxidacion.

Relacion
2 1.5 1.0 0.75 0.5 0.4
(0,/5,05>) Exp.

02, real

: 1.86 1.63 1.46 1.32 1.0 0.86
mmol/L h

Relacién
(0+/$,05%) 1.94 1.71 1.52 1.38 1.04 0.90

Balance

Diferencia

entre (0,/S,0;) | -0.06 0.21 0.52 0.63 0.54 0.50

Balance-Exp.

Con respecto al crecimiento del consorcio, se observa en la figura IV.8, que a medida que se va
: disminuyendo la relacién molar (02/82032') via limitacién de la carga de oxigeno en el reactor,

_ existe también una disminucién de la formacién de proteina (crecimiento). Esto indica que el

crecimiento celular esta en funcién de la relacidén molar (02/82032').

El consorcio presento valores de crecimiento de 95 mg proteina /L en la relacion molar

(02/82032‘) = 2.0, mientras que en la relacion molar (02/52032') = (.4, el valor de crecimiento se

dié en 52.7 mg proteina /L. Estos resultados confirman lo mencionado anteriormente.

El efecto de la disminucidn del crecimiento del consorcio a medida que se disminuye la relacion
molgr' se puede explicar por que este tipo de microorganismos obtienen una menor energia para

su crecimiento de la oxidacidn parcial de tiosulfato (02/S203" <1.0), mientras tanto cuando llevan
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En la tabla IV.6 se presenta la comparacion del crecimiento (Qy,g proteina /L d), rendimiento

celular (Y , , g proteina/g oxigeno) y eficiencia de oxidacién ( Y g , ., g sulfato/g proteina.d).

0y X

En la tabla IV.6, se observa que la eficiencia oxidativa del consorcio se mantiene casi constante
en las diferentes relaciones molares, con valores de 50 g sulfato/g proteina.d, es decir, el
consorcio mantiene su eficiencia oxidativa a pesar de la disminucién de las relaciones molares
(02/82032') via disminucién de carga de oxigeno en el reactor.

Alcantara, (2000) report6 valores de eficiencia oxidativa de este mismo consorcio evaluados en
un reactor continuo completamente agitado y aireado de 52 g sulfato/g proteina.d, para una Dy de
0.4 d'y concentracién de tiosulfato de 9 g/L.. Comparando este resultado con los obtenidos en la
tabla IV.6, al parecer el consorcio mantiene su valor de eficiencia oxidativa a pesar de la

diferencia del sistema en el cual se evalud el consorcio.

Tabla IV.6. Rendimiento celular y eficiencia oxidativa del consorcio sulfoxidante (D,=0.215 d)

Relacién
(04/S,05%) 2 1.5 1.0 0.75 0.5 0.4
O,Balance, g/L 6.65 5.82 5.21 448 3.58 3.08
SO, (s), g/l 20.25 19.09 18.11 14.80 13.06 12.28
Qun(s), g/l d 4.35 - 4.10 3.89 3.18 2.81 2.64
X, g/L 0.095 0.085 0.076 0.063 0.058 0.052
Q.. g proteina/L d 0.020 0.018 0.016 0.013 0.012 0.011
Yi 0.014 0.015 0.015 0.014 0.016 0.017
(g proteina/g oxigeno)
Yq . 45.7 47.8 50.8 51.0 47.2 50.0
(g sulfato/g proteina.d)
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IV.2.3 Etapa c; Efecto del aumento de la carga de tiosulfato y limitacion de

oxigeno

La finalidad de esta etapa experimental fue evaluar la oxidacién parcial del tiosulfato a relaciones
molares (02/82032') menores de 0.4, por efecto del aumento de carga de tiosulfato, asi como
determinar su efecto sobre el crecimiento del consorcio y de los diferentes compuestos de azufre
que se forman. Las relaciones molares evaluadas en esta etapa experimental fueron de 0.4, 0.2 y
0.13. Para obtener estas relaciones molares se mantuvo la tasa de recirculacién constante a un

valor de 2.43 h'l, obteniendo una QO2 de 0.380 mmol/L h. Se aumenté la tasa de dilucidon de
alimentacién a valores de 0.215, 0.431 y 0.646 d!, obteniendo Qso_: de 0.960, 1.92 y 2.88

mmol/L h, respectivamente. La concentracidn de oxigeno en el liquido del aireador se mantuvo
en un valor de 5.1 mg/L y en la salida del biorreactor la concentracién del oxigeno fue menor de
0.1 mg/L. El volumen del liquido en el vaso aireador se mantuvo en 1.5 L. Los resultados se

presentan en la figura IV.9.

—&— sulfito —¥— azufre

15 —a— sulfato —e— tiosulfato

12

0.5

sulfito y sulfato (g/L)
(7/6) a4ynze A oyejinsol)

0 b ||11||||]|1110
0 4 8 12 16 20 24 28 32

tiempo (dias)

Figura IV.9. Etapa (c); Cultivo continuo a diferentes relaciones molares experimentales
(02/S,05%). El pH fue controlado en 5.0 y 30 °C de temperatura. Los nimeros en la parte media
de la grafica representan las relaciones molares (04/S,05%). Los valores de tiosulfato que se

presentan fueron determinados en el efluente.
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En la tabla IV.7 se presentan el balance de azufre de los tres compuestos que forman de la

oxidacién parcial del tiosulfato de los estados psuedoestacionarios de la figura IV.9.

En la figura IV.9 y de la tabla IV.7, se observa un aumento significativo de la conversion de
tiosulfato a S° de la relacién molar (02/52032‘) de 0.4 a las relaciones molares de 0.2 y 0.13, las
cuales aumentaron de un valor de conversion de 20.4% a valores de 56% y 51%,
respectivamente. Sin embargo, en la relacién molar de 0.13, la conversién disminuyé debido a
que el consorcio no fue capaz de oxidar todo el tiosulfato de entrada. Por lo cudl, se puede decir
que a un valor de D, aproximado a 0.65 d”', la tasa de dilucién de alimentacién esta cercana a la

critica para estos valores de estudio.

Tabia IV.7. Balance de la oxidacién de tiosulfato del consorcio en estados estacionario

Relacion
(02/S,055) 0.4 0.2 0.13
Dy, d? 0.215 0.430 0.646
$,05%(e), mol/L |  0.107 0.107 0.107
SO, (s), mol/L. 0.128 0.120 0.102
SO," (s), mol/L 0.050 0.026 0.030
$,05%(s), mol/L. 0.0 0.0 0.013
S°(s), mol/L 0.022 0.060 0.047

%S (e)as’ 20.4 56 51

Balance de S 0.014 0.008 0.020

(mol/L)

Una cuestién importante que se observé durante la evaluacién de esta etapa experimental, fue

que al pasar de la relacion molar (02/82032') de 0.4 a 0.2, via aumento de la carga de tiosulfato,
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se observé un cambio en la coloracion del liquido en sistema, en tan sélo un par de horas. Este
cambio de coloracién se debid a la presencia de azufre elemental, cabe mencionar que se detectd
tiosulfato en el efluente en los dias posteriores, sin embargo, al alcanzar el estado estacionario
este compuesto no fue detectado. Lo expuesto anteriormente parece indicar que la favorable
formacién de azufre elemental que se produjo al pasar de la relacion molar de 0.4 a 0.2, se debid,
a la contribucién de dos mecanismos que conllevan a la oxidacién parcial de los compuestos
reducidos de azufre. Uno de éstos mecanismos es el de limitacion de oxigeno, el cuél atribuye la
formacion de azufre elemental a una falta de oxigeno en el medio. Se puede asumir que este
mecanismo se dio en el interior del reactor, donde se tiene un bajo nivel de oxigeno disuelto. El
otro mecanismo es el de saturacion por sustrato en la pared celular del microorganismo. Este
mecanismo se presenta cuando en condiciones adecuadas de aireacién los microorganismos
encuentran en el medio de cultivo una concentracion de un compuesto azufrado tal que el
transporte de electrones en el sistema respiratorio del microorganismo se satura, dando como
consecuencia la formacion de azufre elemental. Se puede asumir, que este mecanismo se presento
en el aireador, como consecuencia de la presencia de tiosulfato y de las condiciones presentes en
este recipiente (concentracién de oxigeno disuelto de 5 mg/L y tiempo de residencia, alrededor de

2 minutos).

Alcéantara (2000), reporté que al evaluar la saturaciéon por sustrato en un reactor continuo
completamente agitado, determiné una conversién de tiosulfato a azufre elemental del 18%, al
evaluar una carga de tiosulfato de 40 g/L d. La concentracidon de oxigeno en el liquido la fijé en
3.8 mg/L. Sin embargo, atribuye.que la baja conversion de tiosulfato en azufre elemental
.obtenida, se debid a que el sistema experimental empleado ( reactor tanque agitado) no permitié
la formaciéon de aglomerados de azufre elemental-biomasa activa, dadas las condiciones de

turbulencia en el sistema, lo cual desfavorecio el aumento de la tasa especifica de reaccion.

Por otra parte, en los estudios realizados por Janssen y col. (1995) en un reactor fed-batch,
reportd que bajo condiciones de limitacion de oxigeno por debajo de 0.1 mg/L y con relaciones
molares (Oz/SZ-) entre 0.6 y 1.0, el azufre elemental se produjo hasta en una conversion del 75%.

Sin embargo, no observé acumulacién de azufre elemental en el reactor. En 1997, éstos mismos
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autores llevaron este tipo de estudios a un reactor con aireacién separada, el cual se estimuld la
formacién y acumulacién de aglomerados de azufre-biomasa activa, dandose como resultado una
favorable conversion de sulfuro en azufre elemental.

Steffes y col. (1996), reportaron que los cultivos en continuo de Thioacillus peapolitanus y
Thiobacillus o, en estado estacionario acumularon azufre elemental a cargas de 18 mmol
sulfyro/L h y de 18 mmol tiosulfato/L h. La concentracion de oxigeno se mantuvo en 4 mg/L. El
20% y 42% de oxidacién de sulfuro a azufre elemental fue observado para Thiobacillus
neapbii'tanus y Thiobacillus ¢, respectivamente. Por otra parte Visser y col. (1997) reportaron que
una cepa de Thiobacillus sp W5 fue capaz de oxidar parcialmente todo el sulfuro a azufre
elemental bajo condiciones de saturacion por sustrato en cargas de 3.6 umol/mg proteina. Por lo
cual. sefiala que la saturacién por sustrato es un mecanismo importante a considerar en la

oxidacion parcial de compuestos reducidos de azufre.

Se puede resumir de los anteriores trabajos realizados, que la formacién y acumulacion de azufre

elemental se da por la relacion de 5 factores importantes:

- Baja concentracion de oxigeno.

- Aumento de carga de sustrato 6 aumento de la concentracion de sustrato.
- Relacién molar Oz/ compuesto reducido( 82032', S 2-)

- Tipo de sistema.

- Tipo de cultivo.

En' la tabla IV.8, se presenta la comparacion entre las relaciones molares (02/82032')
experimentales calculadas por cargas de O2 sobre cargas de 203" en el rector y las relaciones
(02/82032') determinadas por el balance de O2 presente en el producto de la- oxidacion. Los
resultados de la tabla, sefialan, que existe una diferencia positiva entre las relaciones molares
obtenidas por balance y las relaciones molares experimentales. Como ya se menciond anterior
mente, esto indica que se produjo una mayor formacién de los productos mas oxidados de la que
se esp.eraba para las relaciones molares experimentales determinadas en el reactor. Es importante
seﬁalér que las diferencias que se dan entre las relaciones molares obtenidas por balance y las

experimentales mantienen una diferencia casi constante en un valor aproximado de 0.5, lo cual
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hace suponer, como en el caso de la seccion IV.2.2, que esta diferencia se debe a la formacion de
los productos mas oxidados en el aireador, dado por las condiciones de oxigeno disuelto (5 mg/L)

y el tiempo de residencia ( alrededor de 2 min.) del liquido en este recipiente.

Tabla 1V.8. Comparacién entre las relaciones molares (02/82032') determinadas

experimentalmente con las relaciones molares determinadas por el balance de oxigeno presente

en el producto de oxidacidn.

Relacién

04 0.2 0.13
(02/52032') Exp

O,, Balance

mmol/L h 0.860 1.45 1.66

P 0.89 0.75 | 0.580

Balance
Diferencia

entre (0/S,04%) 0.50 0.55 0.45
Balance-Exp.

Por otra parte, si se comparan las relaciones molares calculadas por el balance de oxigeno de la
tabla IV.4, con los dos tltimos valores de la tabla IV.8, se observa que estos dos valores se cercan
al valor de la relacién molar (02/82032") = 0.5, que de acuerdo a la estequiométria de las reaccion

(ecuacién 4.8. Pag. 67).

En la figura IV.10, se observa que al pasar de la relacién molar de 0.4 a las relaciones de 0.2 y
0.13, por via aumento de la carga de tiosulfato, existié un aumento de la concentracién de
proteina, es decir, que de un valor de proteina de 52.5 mg/L, determinado en la relacién de 0.4,
éste increment6 a valores de 162 mg/L y 210 mg/L para las relaciones molares de 0.2 y 0.13,
respectivamente. Sin embargo de acuerdo a la teorfa, este aumento en la concentracién de
proteina no debié darse, debido a que estos tipos de microorganismos obtienen menor energia
para su crecimiento al formar azufre elemental, que al llevar a cabo la oxidacién total del
tiosulfato en sulfato, de acuerdo a las ecuaciones 4.8 y 4.9, pag. 67. Al parecer, el aumento de la

concentracion de proteina en el sistema puede estar relacionado con la favorable formacion de
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225875

azufre elemental existié durante las relaciones molares de 0.2 y 0.13, ya que la biomasa se
adhiere al azufre elemental presente en el medio, lo cuél dio como resultado la formacién de
aglomerados de azufre elemental-biomasa activa. Por otra parte, se puede deducir que la

presencia de biomasa activa en los aglomerados incrementa la tasa especifica de reaccion.

Con respecto al crecimiento, Visser y col. (1997) reportaron que la cepa de Thiobacillus sp W5
fue capaz de acumular S° de la oxidacién de sulfuro de hidrégeno, independientemente del
crecimiento celular, es decir, que no existié una limitacién de energia en el medio, la cual limitara
el crecimiento. Sin embargo, estos autores no seiialan que el aumento de la concentracién de

proteina, se deba a la adhesion de biomasa a las particulas de azufre elemental formado.
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Figura IV.10 Efecto de la saturacién por sustrato y limitacién de oxigeno dado en relaciones
molares (02/82032') sobre el crecimiento del consorcio. Los valores graficados son los valores

promedios que se obtuvieron durante los estados pseudoestacionarios.

Alcéantara (2000), Reporté un crecimiento del consorcio al evaluar la saturacién por sustrato,
determinando un valor méximo de crecimiento de 75 mg proteina/L. Para una carga de tiosulfato
y concentracién de oxigeno disuelto de 40 g/L. d y 3.8 mg/L, respectivamente. Sin embargo, el
escaso crecimiento obtenido lo atribuyé al efecto negativo que tiene el sulfato sobre el

crecimiento del consorcio.
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En la tabla IV.9 se presenta la comparacién del crecimiento (Qx,g proteina /L d), rendimiento en

crecimiento (Y | , g proteina/g oxigeno) y eficiencia de oxidacién (Y 4 , , g sulfato/g proteina
= S0

04 .

d).

En la tabla IV.9, se observa que la eficiencia oxidativa del consorcio disminuye de 50 g sulfato/g
proteina.d a valores de 30.8 y 30.15 g sulfato/g proteina.d, al pasar de la relacién de 0.4 a las
relaciones molares de 0.20 y 0.13, respectivamente. Lo cual indica que el consorcio pierde
eficiencia oxidativa como resultado de una favorable oxidacion parcial de tiosulfato en azufre

elemental y sulfato en las relaciones molares de 0.2 y 0.13

Tabla IV.9. Rendimiento del crecimiento y eficiencia oxidativa del consorcio sulfoxidante.

Relacién
(04/S,05%) 4 0.2 0.13
D,d" 0.215 0.430 0.646
O, real, g/L 3.08 2.59 2.0
SO, (s), g/L 12.28 11.60 9.80
QS0 (s), g/l d 2.64 4.99 6.33
X, g/l 0.052 0.162 0.210

Qx , g proteina/L d 0.011 0.058 0.135

Y., 0017 | 0062 | 0.100
(g protefna/g oxigeno)
Yq .. 50.0 308 30.15

s04°

X

(g sulfato/g protefna.d).
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IV.2.4. Etapa d; Obtencién de la mdxima conversién de tiosulfato en azufre
elemental.

La finalidad de esta etapa experimental es evaluar relaciones molares alrededor de 0.2, asi como
determinar si la formacién de azufre elemental se ve afectada.

Se evaluaron 5 relaciones molares (02/82032') las cuales fueron de 0.16, 0.18, 0.22, 0.24 y 0.26.
Para obtener las diferentes relaciones molares se mantuvo constante la tasa de dilucién de

alimentacién de tiosulfato a un valor de Dg de 0.430 d' , QS o2 de 1.92 mmol/L h. En este

experimento se disminuy6 el volumen del liquido en el vaso aireador (1L para las primeras tres
relaciones y a 0.720 L para las dos ultimas relaciones), con la finalidad de disminuir la
concentracién de oxigeno en el liquido de recirculaciéon a valores de 4.5 mg/L y 3.7 mg/L,
respectivamente. Se ajustd la tasa de recirculacién a valores de: 2.2,2.5,3.0,40y 4.4 h'!. De esta

manera, se obtuvieron QOZ de 0.307, 0.345, 0.422, 0.460, 0.5 mmo/L h, respectivamente para las

—4— gulfato
—e— tiosulfato
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—o—— sulfito .5
0.16 0.18 0.22 0.24 0.26 ]
35 s -
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2 1o g
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> 15 : <
¢} =4 5 L
E ] >
=] , —~
7] | «©Q
05 T °
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tiempo (dias)
relaciones molares. Los resultados se presentan en la figura IV.11.

Figura IV.11. Etapa (d); Cultivo continuo a diferentes relaciones molares experimentales
(04/S,057). El pH fue controlado en 5.0 y 30 °C de temperatura. Los niimeros en la parte alta de
la grafica representan las relaciones molares (02/S,05%). Los valores de tiosulfato que se

presentan fueron determinados en el efluente.
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En la tabla IV.10 se presentan el balance de azufre de los tres compuestos que forman de la

oxidacién parcial del tiosulfato de los estados seudoestacionarios de la figura IV.11.

Tabla I'V.10. Balance de la oxidacién de tiosulfato del consorcio en estados estacionario en

diferentes relaciones molares (D, = 0.430 d").

Relacién
(02/S,04%) 0.16 0.18 0.22 0.24 0.26
$,03%(e), mol/L |  0.107 0.107 0.107 0.107 0.107
SO (s), mol/L 0.102 0.110 0.125 0.132 0.137
SO,” (s), mol/L 0.023 0.019 0.011 0.009 0.008
$,05% (s), mol/L |  0.024 0.010 0.0 0.0 0.0
- S%s), mol/L 0.034 0.054 0.071 0.066 0.062
% S(e)a S’ 42 55 66 62 58
Balance de S 0.029 0.19 0.006 0.007 0.007
(mol/L)

En la tabla IV.7 y IV.9, se observa que existe un aumento en la conversién de tiosulfato a azufre

elemental de 56% a 66%, al pasar de la relacién molar de 0.20 a 0.22, respectivamente.

En IaL figura IV.11 y tabla IV.10, se .observa que a relaciones menores de 0.22, el consorcio no es
capaz de oxidar todo el tiosulfato de entrada . Esto se debe a que la carga de oxigeno en el reactor
no es €l suficiente para llevar a cabo la oxidacién biolégica arcial y total de tiosulfato. Por lo
cual, la formacién de azufre elemental en este rango de relaciones molares se ve afectado. Por
otra parte, en las relacién molares mayores de 0.22, se observa que el consorcio es capaz de
oxidar todo el tiosulfato de entrada. Esto nos indica que la carga de oxigeno en el reactor es €l

_suficiente para llevar a cabo la oxidacién parcial y total de tiosulfato. Dando se como resultado
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un incremento en la formacién de azufre elemental, el cual a su vez esta afectada por la

formacidn de sulfato.

En lé tabla IV.11, se observa que en este caso al igual que las secciones anteriores existen
diferencia entre las relaciones molares (02/82032') experimentales calculadas por cargas de O,
sobre cargas de S,05% en el rector y las relaciones (02/82032') determinadas por el balance de O,
presente en el producto de la oxidacién. Los resultados de la tabla IV.11, sefialan que existe una
diferencia positiva entre las relaciones molares obtenidas por balance y las relaciones molares
experimentales. Como ya se menciond anteriormente, esto indica que se produjo una mayor
formacién de los productos mas oxidados de la que se esperaba en las relaciones molares
experimentales determinadas en el reactor. De acuerdo, a lo sefialado anteriormente, ésta mayor
formacién de los productos mas oxidados se debe a las condiciones dadas en el aireador. Las
diferencias entre las relaciones molares obtenidas por balance y las experimentales de las tres
primeras relaciones molares evaluadas, se mantuvieron en un valor aproximado de 0.5, como fue
en los casos anteriores (secciones IV.2.2 y IV.2.3). Esto a pesar de que en estas relaciones
molares evaluadas se cambiaron las condiciones del aireador. Para las primeras tres relaciones
evaluadas la concentracion de oxigeno disuelto y el tiempo de residencia del liquido se mantuvo
en4.5 mg/L y alrededor de 1.5 minutos, respectivamente. Esto sugiere indicar que a pesar de la
disminucién de la concentracién de oxigeno disuelto y del tiempo de residencia del liquido en el
aireador, la formacién de los productos mas oxidados se mantiene.

Por otra parte, en las dos ultimas relaciones evaluadas la diferencia entre las relaciones molares
(04/S,05%) experimentales calculadas por cargas de O, sobre cargas de $,05™ en el rector y las
relaciones (02/82032') determinadas por el balance de O, presente en el producto de la oxidacién,
es may()r del valor de 0.5, al parecer éste valor debié de mantenerse o disminuir, debido a que al
evaluar estas dos ultimas relaciones molares se disminuyé la concentracion de oxigeno disuelto y
el tiempo de residencia del liquido a valores de 3.7 mg/L y alrededor de 0.8 minutos,
respectivamente. Sin embargo durante el desarrollo de estas dos ultimas relaciones molares, se
observé que al aumentar la tasa de la recirculacién a valores mayores de 4.0 h', existié un
arrastre de pequefias burbujas procedentes de aireador, hacia el interior del reactor. Lo cual al

parecer incrementd la concentracién de oxigeno en el reactor favoreciendo la formacion de los
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productos mas oxidados en este recipiente, dando como consecuencia una diferencia entre las

relaciones molares obtenidas por balance y las experimentales mayor de 0.5.

Tabla IV.11. Comparacién entre las relaciones molares (0,/S>05%)  determinadas

experimentalmente con las relaciones molares determinadas por el balance de oxigeno presente

en el producto de oxidacién.

Relacidén

0.16 0.18 0.22 0.24 0.26
(04/S,0,%) Exp.
P

O,, Balance

1.23 1.34 1.63 1.86 2.0
Mmol/L h

Relaciéon
(04/S,04%) 0.64 0.70 0.83 0.97 1.05

Balance

Diferencia

entre (0,/S;05%) 0.48 0.52 0.60 0.70 0.80

balance-Exp.

En la tabla IV.11, se puede observar, que la méixima conversién de tiosulfato en azufre
elemental, se obtiene en la relacién molar (02/82032‘) determinada por el balance en un valor de
0.83, éste valor se encuentra dentro del rango de valores determinados por Janssen y col., (1995),
en los que se produjo la formacidon de azufre elemental (0.6<0,/S*<1.0). La méxima conversién
de sulfuro en azufre elemental repoftada por éstos autores fue del 75%, la cual se presentd en la

relacién molar (OZ/SZ') =0.7.

Con respecto, a la concentracion de proteina en el sistema, ésta se mantuvo en valores por arriba
y . . . 3.
de 100 mg/L, durante las evaluaciones de las diferentes relaciones molares (02/S,0;7). Los

resultados se como se muestra en la figura IV.12.
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Figura IV.12 Efecto de la saturacién por sustrato y limitacién de oxigeno dado en relaciones
molares (02/82032') sobre el crecimiento del consorcio. Los valores graficados son los valores

promedios que se obtuvieron durante los estados pseudoestacionarios.

En la figura IV.12, se observa que a relaciones molares menores de 0.22, la concentracion de
proteina se vio disminuida, debido probablemente a que el consorcio no fue capaz de oxidar todo
el tiosulfato de entrada por falta de oxigeno en el sistema (tabla IV.10), por lo cual el consorcio
no obtiene la energia necesaria para su crecimiento. Sin embargo esta disminucién de la
¢oncentracion de proteina no es tan relevante como en el caso de la limitacién por oxigeno, dado
en la seccion IV.2.2. Por otra parte a relaciones molares mayores de 0.22, se observa un aumento
en la concentracién de proteina, dado probablemente por que el consorcio fue capaz de oxidar
todo el tiosulfato de entrada, de esta manera el consorcio obtiene la energia necesaria para su
crecimiento. De lo anterior, se puede deducir que la disminucién 6 el aumento de la

concentracién de proteina, esta en funcién de la relacién molar (02/82032').
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En la tabla IV.12 se presenta la comparacién del crecimiento (Qx,gproteina/L. d), rendimiento

celular (Y , , g proteina/g oxigeno) y eficiencia de oxidacién (Y 4 ,_ , g sulfato/g proteina.d).

0Oy X

‘Tabla 1V.12. Rendimiento del crecimiento y eficiencia oxidativa del consorcio sulfoxidante

(D4=0.430).
Relacidn
(02/S,05%) 0.16 0.18 0.22 0.24 0.26
O, Balance, g/L 2.20 2.40 291 3.32 3.61
SO, (s), g/L 9.85 10.56 12.06 12.70 13.15
QSO (s), g/l d 4.08 4.55 5.19 5.47 5.66
X, g/l 0.125 0.150 0.180 0.200 0.230
Qx , g proteina/L d 0.054 0.064 0.077 0.086 0.090
Y., 0056 | 0062 | 0062 | 0.060 0.063
(g proteina/g oxigeno)
Yq .. 32 30 28 29 25
(g sulfato/g proteina.d).

En la tabla IV.12, se observa que la eficiencia oxidativa del consorcio se mantiene casi constante
en las diferentes relaciones molares evaluadas a valores de 30 g sulfato/g proteina.d. En este caso
el consorcio tiene las condiciones adecuadas para realizar la oxidacién parcial de tiosulfato en

azufre elemental y sulfato.
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IV.3 Tasa de oxidacion de tiosulfato.

Con la finalidad de determinar la tasa de oxidacién de tiosulfato, se utilizaron concentraciones
crecientes de este compuesto y se cuantifico la actividad sulfoxidante por medio de respirometria

a 30 °C y pH inicial de 7. Los resultados obtenidos se presentan en la figura [V.13.
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Figura IV.13. Tasa de oxidacién en concentraciones crecientes de tiosulfato, determinada por

respirometria para el consorcio sulfoxidante.

En la figura IV.13, se presentan la aplicacién del modelo de Monod para determinar la tasa
méaxima de oxidacién (Rna), asi como la afinidad del sustrato (Kp). El modelo de Monod esta

expresado como:

Donde: R = Tasa de oxidacidn de tiosulfato

R,.. = Tasa mixima de oxidacién de tiosulfato
Cso = Concentracién de tiosulfato

K..= Constante de saturacién
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La tasa médxima de oxidacién (R..x) y la constante de saturacién (Ky,), determinado por el modelo
de Monod fueron de 68 mg O,/ g proteina.min y 1.9 mM, respectivamente.

Alcantara, (2000), evalué las tasas de oxidacién de CS; y H,S, por éste mismo consorcio
sulfoxidante, de lo cudl determiné las tasas maximas de oxidacién (R..) en valores de 3.4 mg
O,/ g proteina.min y 13.8 mg O,/ g proteina.min, respectivamente. Estos valores son similares a
los reportados en la literatura ( Smith, Kelly 1998; Plas y Jordan 1993,1995).

Si se compara el valor de R,.. de tiosulfato con los valores de R, de CS; y H,S, se puede
observar que la R, de tiosulfato es mucho mayor que los valores obtenidos para el bisulfuro de
carbon y el 4cido sulfhidrico. Esta diferencia se debe probablemente por que el tiosulfato no
bresehta problemas de toxicidad, por lo que los microorganismos pueden crecer en
concentraciones altas de tiosulfato (por ejemplo, de 30 g/L). Por otra parte, en concentraciones
bajas de sulfuro (por ejemplo, de 200 mg/L), éste es severamente toxico inhibiendo la capacidad
sulfooxidante de las especies microbianas. Al respecto, en diferentes trabajos se ha observado,
que si bien la mayoria de los microorganismos pueden utilizar como fuente de energia al
tiosulfato, una menor diversidad microbiana es capaz de utilizar compuestos como el CS, y HsS,
seguramente debido a las caracteristicas altamente t6xicas de estos compuestos.

Otro factor que posiblemente afecte la tasa de oxidacién de un compuesto reducido de azufre
gspecifico al utilizar un consorcio de bacterias sulfooxidantes, es la adaptacion del consorcio al
medio de cultivo. Cabe mencionar que el consorcio utilizado, se encontraba ya adaptado en

tiosulfato por un periodo de 3 afios.

Por otra parte, si se asocia la tasa maxima de oxidacién de tiosulfato, determinada en 68 mg O,/
g protefna.min con las condiciones de oxigeno disuelto (5 mg/L) y el tiempo de residencia
(alrededor de 2 min.) del liquido en el aireador, se puede asumir que en éste recipiente, se da una
mayor formacién de los productos mas oxidados, de la esperada en las relaciones molares
expérimentales determinadas en el reactor. Es decir, que las condiciones en el aireador y la alta
tasa de oxidaci6n del tiosulfato, son la causa que dan la diferencias entre las relaciones molares
determinadas por el balance de oxigeno presente en el producto de oxidacién y las relaciones

molares determinadas por las cargas de oxigeno y tiosulfato en el reactor.

83



Resultados y conclusiones

Para trabajos futuros se debe de disefiar un vaso de aireacién en el cual se considere la maxima
velocidad de oxidacién del tiosulfato en el disefio con la finalidad de limitar la oxidacién de este
en el aireador. Una alternativa es disminuir el tiempo de residencia en este recipiente, ya sea por
la disminucién del volumen del liquido en el vaso o por aumento en la recirculacion del liquido.

Sin embargo, la limitante en esta alternativa es la velocidad de transferencia de oxigeno del aire

al liquido.

IV4 'Aspectos fisicos del proceso.

A continuacion se dan a conocer algunas de las propiedades fisicas del liquido del sistema y del
aglomerado de azufre elemental-biomasa que tiende a sedimentar en el fondo del reactor. Las

determinaciones de estas propiedades se realizaron a 30°C. Los resultados se presentan en la tabla
IV.13.

Tabla IV.13. Propiedades fisicas.

Propiedades Densidad, p (Kg/m3) Viscosidad, p (cp)
Liquido 1016 0.960
Aglomerado 1085 No determinado
Agua destilada 995 0.840

En la tabla IV.5, se observa que la densidad del aglomerado es mayor que la densidad del liquido
del sistema, éste andlisis comprueba que los sélidos que se encuentran en suspensién en el
sistema experimental tenderdn a sedimentar. También, se observa que la densidad del liquido del
sistema es mayor que la densidad del agua destilada, lo que hace suponer que esta diferencia se
deba a los sélidos suspendidos en el liquido.

Por otra parte, se determino que los sélidos sedimentados y suspendidos estén constituidos de un
.90 % de azufre elemental y un 6% de biomasa activa. Se observo que estos aglomerados son la
mejor manera de conservar al consorcio microbiano, ya que éste esta adherido al azufre

elemental.
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IV.4.1 Sélidos suspendidos y sedimentados.

La determinacidén de las cantidades de sélidos en suspensién y sedimentados se realizé durante
los estados estacionarios en las relaciones molares (02/82032') de2.0,1.5,1.0,0.75,0.5,04,0.2
y 0.13. Las cantidades de sélidos en suspensién y sedimentados se obtuvieron de los puntos de

muestra (2) y (3) de la figura III.1, respectivamente. Los resultados se presentan en la figura
IV.14.
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Figura IV.14 Sélidos suspendidos y sedimentados a diferentes relacién molares experimentales.

El pH fue controlado en 5.0 y 30 °C de temperatura.
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En la figura IV.14, se observa que las cantidades de sdlidos suspendidos y sedimentados
determinados en relaciones molares (02/82032') > 0.4, son menores a las cantidades obtenidas en
las relaciones molares (02/82032') < 0.4, es decir, las cantidades de solidos suspendidos y
sedimentados estan en funcién del grado de conversion de tiosulfato en azufre elemental, el cual
se produjo en mayor proporcién en las relaciones molares de 0.2 y 0.13 (seccion. [V.2.1 y
IV.2.2).

Las 7c.antidades de solidos sedimentados que se dan en las dos ultimas relaciones molares
repré_sentan el 70% de los solidos totales, mientras que los sélidos suspendidos representan
solamente el 30%.

Es importante sefialar que se tiene un buen porcentaje de remocioén de aglomerados de azufre
elemental -biomasa activa por sedimentacién en el fondo del reactor, sin embargo esto tambien
indica que se tendra una perdida importante de poblacién microbiana al retirar los aglomerados
del sistema los cuales estan constituidos de un 6% biomasa. Para evitar la pérdida de poblacion
microbiana sera necesario implementar dentro del reactor (paredes) algin tipo de soporte que
permita la formacion de biopeliculas y de esta manera mantener una poblacion microbiana

constante en el sistema.

IV.4.2 Determinacion de la velocidad libre de sedimentacion.

En la eliminacidn de particulas sélidas relativamente gruesas, que se encuentran en suspension en
un li'q‘uido, resulta satisfactorio realizar la separacion de estas mediante la sedimentacién libre o
impedida. Sin embargo, para lograr satisfactoriamente la separacion de particulas finas de
didmetro de unas pocas micras, la sedimentacion libre resulta in adecuada debido a que estas
part'ié‘ulas tienen velocidades de sedimentacion bajas. Por ello, es necesario el uso de
clarificadores o espesadores los cuales forman suspensiones de mayor velocidad de
sedimentacion.

Con fa finalidad de determinar el comportamiento de las particulas en el interior del reactor se
realiz6 un estudio para relacionar el tamaiio de particula con la velocidad de sedimentacion libre.
Por tal motivo, se hizo una clasificacion de los tamafios de los aglomerados de azufre elemental-

biomasa activa con la ayuda de embudo de separacién y un microscopio y posteriormente se
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realizé la determinacion de las velocidades de sedimentacion de estas particulas en agua destilada

a 30°C,como se explica en la seccién I11.8. Los resultados se muestran en la tabla IV.14.

Para comparar el comportamiento de la sedimentacién de las particulas en el interior del reactor
con los valores determinados de la velocidad libre de sedimentacion dados en la tabla IV.14, se
evaluaron dos velocidades de flujo de recirculacion los cuales fueron de 35 L/h (Dr=3h')y de
80 L/h (Dg = 7 h'"), que corresponden a velocidades de flujo de ascension en el interior del
reactor de 240 cm/h y 520 cm/h, respectivamente. El area de seccion transversal del reactor es de

154 cm®. Los resultados se presentan en la tabla IV.14.

Tabla IV.14. Relacion entre tamafios de particulas y las velocidades libres de sedimentacion

Diametro de % de distribucion de | Velocidad libre de
particula tamario de las sedimentacion de las
(micras) particulas particulas (cm/h)

5-100 38 220
100 - 200 29 660
200 - 300 25 1131
300 —400 8 2330

El pH se mantuvo en 5.0, el cual es el valor al cual se mantiene controlado el reactor.

Tabla IV.15. Porcentajes de solidos sedimentados y suspendidos a diferentes velocidades de

flujos ascendentes en el interior del rector

Tasa de dilucién de : ;
Velocidad del flyjode |\ de | % de solidos | % de sélidos
recirculacion ascension en el interior .
Reynolds sedimentados | suspendidos
h") del reactor (cm/h)
3 240 110 72 28
7 520 220 40 60
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En la tabla IV.14, se observa que el 62% de las particulas tienden a sedimentar cuando la
velocidad de ascension en el interior del reactor es menor de 660 cm/h y corresponden a
particulas con tamafios entre 100 a 400 micras. Los resultados de la tabla [V.15, indican que a
velocidad de ascension de 240 cm/h, el 72% de las particulas tienden a sedimentar, mientras que
a velocidades de 520 cm/h, el porcentaje de solidos que tienden a sedimentar disminuye a un
valor de 40%. Esto indica que al aumentar la velocidad de ascension del liquido a través del
reactor de 240 a 520 cm/h, ocasiona una mayor turbulencia en el interior del reactor evitando la
sedimentacion de los aglomarados de azufre-biomasa (ver seccion IV.1. 1-2).

De lo anterior se puede concluir que la sedimentacion de las particulas en el interior del reactor

esta en funcion de:

- Tamafio de particula

- Flujo de recirculacion

- Disefio del reactor

Este 1ltimo permite una zona sin turbulencia solamente cuando se trabaja con flujo de

recirculacion menores de alrededor de 40 L/h .( Numero de Reynolds = 130).

En este experimento no se empled ningun tipo de clarificador, ya que estos pudieron ocasionar
algin tipo de inhibicion (no determinada) en el consorcio sulfooxidante, ademas ocasionan un

incremento en el costo de operacion.

En la tabla IV.16, se presenta la comparacion entre la velocidad libre de sedimentacion de las
particulas determinadas experimentalmente y la velocidad teérica de caida de una esfera en el
seno de un liquido, determinada por la ley de stokes. La fuerza total (F,) del fluido sobre la esfera

viene dado por la ecuacién 4.10.

F=4/3nR,’pg, + 6TuR, V. 4.10

El primer termino, del segundo miembro se debe a la fuerza que se gjerce aunque el fluido esté en
reposo y el segundo termino se debe a la fuerza resultado del movimiento del fluido, el cual es

conocido como la ley de stokes, Esta ley se aplica en el movimiento de particulas coloidales en la
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teoria de sedimentacion. Téngase en cuenta que esta ley es valida para nimero de Reynolds

(basado en el diametro de la esfera) inferiores aproximadamente 0.1.

Si una esfera ,inicialmente en reposo, se deja caer en un fluido viscoso, adquiere un movimiento
acelerado hasta alcanzar una velocidad constante de caida (V). Cuando se alcanza este estado, la
suma de las fuerzas que actian sobre la esfera es cero. La fuerza de gravedad actua sobre el

solido en la direccion de caida y la fuerza debida al movimiento actiia en sentido contrario, es

decir:
4/3nR,’psga = 4/31R, pg, + 6TUR, V., 4.11
Despejando V. de la ecuacién 4.11, se tendra
2 R%(ps-p) 412

Su
Donde:
V.= Velocidad constante de caida (libre sedimentacion)
R, = radio de la particula.
g, = fuerza de gravedad =9.79 /s’
ps = densidad de la particula (aglomerado) = 1085 Kg/m’
p = densidad del liquido (agua destilada)= 995 kg/m3
u = viscosidad del liquido (agua destilada)= 0.840 cp

Tlabla IV.16. Comparacion entre las velocidades libre de sedimentacion experimental y tedrica.

Velocidad libre de | Velocidad libre
Diametro de la Radio promedio de sedimentacion de
particula (micras) | particula (micras) experimental sedimentacion
(cm/h) tedrica (cm/h)
5-100 50 220 187
100-200 75 660 422
200-300 125 1131 1172
300-400 175 2330 2290

En la tabla IV.16, se observa que los valores de la determinacién experimental y tedrica de la
velocidad libre de sedimentacién son muy similares, lo que hace de los resultados experimentales

confiables.
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V. Conclusiones

El sistema biolégico experimental se logrd operar y estabilizar a diferentes relaciones molares
(0,/S,05%) experimentales, obtenidas por la relacién de la carga de oxigeno sobre carga de

tiosulfato en el reactor, durante un perfodo de un aiio.

El disefio del sistema permiti6 la formacién y recuperacién de azufre elemental, debido:

a) Al hecho de que el sistema permitié tener un control de un bajo nivel de oxigeno disuelto en
el reactor, lo cual se tradujo en la acumulacién de azufre elemental para las relaciones molares
determinadas a partir del balance de oxigeno presente en el producto de oxidacién (02/S,03)

entre 0.90 y 0.50. Estos valores se asemejan a lo reportado en la literatura.

b) A la escasa turbulencia en el reactor, dada por: la separacién de la aireacion del reactor y la
separacion de dos zonas en el reactor ( una zona sin turbulencia; parte baja y otra con turbulencia;
parte alta. Estos dos factores favorecieron la recuperacién del azufre elemental por sedimentacion

en el fondo del reactor.

De acuerdo al estudio del patrén del flujo en el sistema, se determiné que éste se comporta
como un tanque de mezcla completa. De acuerdo con Levenspiel, (1972), esto se da para sistemas

con recirculacién alta. Sin embargo, el reactor se puede clasificar de dos formas:

a) Reactor con zona muerta, el cudl se da en nimeros de Reynolds aproximadamente menores
de 130.

b) Reactor sin zona muerta, el cudl se da en nimeros de Reynolds aproximadamente mayores
de 130.
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Al evaluar diferentes relaciones molares (02/52032'), se encontré que a relaciones molares
(02/S,05%) por arriba de 1.0, todo el tiosulfato se oxida a sulfatos y en relaciones a bajo de este
valor, se empezd a observar la formacién de azufre elemental, lo que indicé la oxidacién parcial
del tiosulfato.- La relacién molar (02/82032') en la cudl se obtuvo una optima formacién de

azufre elemental (65%) fue alrededor de 0.80,

g,

Si bien es cierto que la oxidacién biologica del tiosulfato parcial ¢ total, esta en funcién del

tipo de microorganismos y de las condiciones de cultivo, en este trabajo se demostré que el

oxigeno y el tipo de sistema son un factor determinante para favorecer la oxidacién parcial de este

compuesto.
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Recomendaciones

V1. Recomendaciones

- Se recomienda disefiar el aireador, de tal manera que el consumo de oxigeno por ¢l consorcio en
este recipiente sea bajo. Por la siguiente razén:

a) Evitar que se lleven a cabo las reacciones mas oxidativas, con la finalidad de que la relacién
molar determinada por el balance de oxigeno presente en el producto de oxidacidn sea la misma
que la relacion molar determinada por la carga de oxigeno y tiosulfato en el reactor, lo cual con
llevara a tener un control real del sistema.

- Se recomienda el uso de cilindros concéntricos como reactor, con la finalidad de aumentar el
area interna del reactor las cuales favoreceran la formacién de bio-peliculas, incrementandose de
" estd manera la poblacion microbiana y la tasa especifica de reaccion. Dado que el cilindro
externo mantendra un flujo descendente, esto hace suponer que se propiciara la sedimentacion de
las particulas mas gruesas en el fondo del reactor, por lo cual no sera necesario tener un volumen
muerto del reactor del 40%. Por otra parte las particulas mas finas se mantendrian en suspension
circulando en el interior del reactor. El sistema se muestra en la figura VI.1

« Liquido
proveniente
( ) del aireador

1=

\__‘—\

Figura VI.1. Reactor de cilindros concéntricos
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