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en problemas ambientales que estdn relacionadas con las emisiones de

puestos azufrados organicos e inorgdnicos, tales como diéxido de azufre (SO.),

y sulfhidrico (H2S) y bisulfuro de carbono (CSz). Cuando este tipo de compuestos

berado a la atmdsfera provocan lluvia dcida con el consecuente deterioro de los
stemas.

5. y HzS se emiten de manera natural de océanos, tierras de la costa, suelo,
volcanes. Sin embargo, la mayor proporcion de emisidon de estos
Iminantes se genera en la industria. Se ha reportado que se eliminan hasta 3
de sulfuros en la industria de produccién de celofan, rayén y esponjas. Sus
edades toxicas han sido ampliamente documentas.

Dleo de cepas puras de thiobacilli y de consorcios sulfoxidantes en la eliminacion
sompuestos reducidos de azufre de corrientes gaseosas en sistemas como
liros y biolavadores de lecho escurrido (BLE) constituyen una alternativa a los
=s0s fisicoquimicos, para la eliminacién de estos compuestos. En este sentido el
S de este trabajo es estudiar aspectos microcinéticos de la oxidacidn bioldgica
¥sulfuro de carbono que permitan un mayor entendimiento del proceso de
icion en funcion de las caracteristicas bioquimicas de los microorganismos asi
de la influencia del medio ambiente de cultivo.

noculo empleado fue un consorcio proveniente de BLE de la planta piloto de la
I. Este BLE se encuentra operando desde diciembre de 1993 bajo condiciones
ptroladas de pH 7, la fuente de energia utilizada es CS,. El medio mineral utilizado
sido reportado por Sublette (1987).
condiciones de crecimiento quimiolitétrofas fueron determinantes para la
pacidad sulfoxidante del consorcio. Se observd que ésta se ve afectada por la
sencia de extracto de levadura en concentraciones de 1g/l. Por otra parte, se
ontré que la sulfoxidacion no se afecté por concentraciones de cinc en
icentraciones de 100 mg/l, por una posible capacidad de adaptacion de los
eroorganismos. El crecimiento en condiciones anaerobias mostré que el consorcio
e capaz de tener actividad en ausencia de oxigeno, utilizando posiblemente al
ato como ultimo aceptor de electrones. Esto se presenta probablemente como
nsecuencia de la existencia de bacterias sulfoxidantes facultativas como T.
enitrificans y P. denitrificans. El estudio de las poblaciones que conforman el
nsorcio revelé que coexisten hongos, levaduras y bacterias. Al evaluar medios con
Mbidores de crecimiento para hongos (nistatina 1.25 U/l) o para bacterias (8 ng/ml)
encontrd que la actividad sulfoxidante se lleva a cabo principalmente por las
cterias.
nalmente se encontré que los intermediarios de la oxidacién son: HzS, COS, S°y el
yoducto final SO~,.



itulo I. Introduccion
Emisiones de bisulfuro de carbono (CS5)
Efectos en la salud del CS,
Meétodos de eliminacién
Eliminacion biolégica de compuestos reducidos de azufre
Rutas metabdlicas de compuestos azufrados

apitulo ll.‘Antecedentes

itulo lll. Objetivos

itulo IV. Materiales y Métodos

ipitulo V. Resultados y discusién
Efecto de nutrientes sobre la oxidacién de CS,
Microorganismos sulfoxidantes del consorcio
Energia de mantenimiento y energia de crecimiento
Intermediarios en la oxidacion biolégica de CS,
Oxidacién de compuestos azufrados diferentes a CS,

lo VI. Conclusiones

lo VII. Bibliografia




7 INTRODUCCION




CAPITULO I. INTRODUCCION 1

El incremento en la-contaminacién global esta inevitablemente asociado con una
continua industrializacién, urbanizacibn y motorizacién. Algunos de estos
problemas ambientales (Tabla 1.1) estan relacionados con las emisiones de
compuestos azufrados organicos e inorganicos, tales como mercaptanos (R-SH),
dioxido de azufre (SO,), el acido sulfhidrico (H,S) y bisulfuro de carbono (CS,). En
1989 el global de las emisiones de azufre en la atmosfera fue estimada de 93 a
200 millones de toneladas por afio (Janssen, 1996 ). Las emisiones naturales en
la atmosfera de H,S y CS, son el resultado de actividades volcanicas y de
evaporacion de aguas oceanicas; de las emisiones por fuentes industriales, el
acido sulfhidrico y el bisulfuro de carbono son generados por un numero de
industrias tales como las plantas petroquimicas, tenerias, manufactura de viscosa,
rayon y como un resultado de un tratamiento anaerobio de aguas residuales que
contienen sulfato (SO,) en la industria de pulpa de papel. En la atmosfera el H,S
causa lluvia acida debido a una reaccion con el ozono hasta acido sulfarico.

Tabla 1.1. Efectos ambientales de sectores industriales seleccionados

Industria  Uso de materia Aire Acuiferos Riesgos
prima
Textil Lana, fibras Particulas, H,S, DBO, sélidos sus- Inhalacién
sintéticas, quimicos olores, SO,, HC  pendidos, sulfatos de polvo
Hierro : Mineral de hierro, SO,, particulas DBO, é&cidos, fenol, De
y acero piedra caliza, NOx HC, CO, sulfuros, sulfatos, explosion
desecho reciclados  H,S, sulfite, lluvia amoniaco, cianuros -
acida
Refinerias Quimicos SO,, HC, CD NO, DBO, DCO, petréleo, Explosion
inorganicos particulas olores fenoles impacto
visual
Quimicos Quimico organico Quimicos Quimicos organicos Exposicion a
e inorganico organicos sélidos suspendidos sustancias
benceno, tolueno toxicas
Metales Bauxita Fluoruro, SO,, Efluentes de
no CO, particulas depuradores de gas
ferrosos (fluoruro,
hidrocarburos)
Microelec Quimicos Gases toxicos Solventes clorados Exposicion a
trénica sustancias
toxicas

fFuente: Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico, The State of the Environment, OCD
Paris 1991
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Los compuestos azufrados que se emiten a la atmoésfera son eliminados por la

- comunidad microbiana ecolégica presente en el ambiente, que es capaz de oxidar

© reducir dichos compuestos por medio del ciclo biolégico del azufre (Figura 1:1)
\ Este ciclo esta compuesto por dos partes, una parte oxidativa y otra reductiva.

En la parte reductiva, el sulfato y el azufre funcionan como aceptores de
_electrones en las rutas metabdlicas, usadas por un grupo conocido de bacterias.
‘En la parte oxidativa del ciclo, los compuestos reducidos de azufre sirven como
‘donadores de electrones para bacterias fotétroficas anaerobias y también proveen
ergia para el crecimiento de las bacterias aerobias quimiolitétroficas (Janssen,

1996).
Compuestos Proceso de
Asimilacién Q:rgﬁnicos azufrados minerilizacién
reduccion de
sulfato

( Sulfato ) Desasimilacién reduccién de sulfato
Oxidacion biolégica con 050 NO3

Oxidaccion biol6gica y espontanea
3;:2’?6" rogieay p‘\ Reduccion
9 ca Azuf’e de azuire

Desasimilacion

ra 1.1 Ciclo biolégico del azufre (Janssen, 1996).

Emision de CS,

nte Natural:

2l CS, se genera de forma natural en océanos, suelos, pantanos y volcanes:
'wede producirse a partir de los tiocianatos e isocianatos generados durante la
iptura de los glucosinolatos, sintetizados por miembros de la familia Cruciferae.
| CS, también puede producirse por algunas plantas como el roble Quercus
Dbata y el arbol tropical Stryphno dendron. Los pantanos salinos y los
edimentos marinos son fuentes de CS,, producido probablemente por las
ttividades de bacterias anaer6bias (Taylor 1993). En la Tabla 1.2 se presentan

s cantidades estimadas de produccion anual de CS, por estas fuentes (Kelly y
i, 1994).
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Tabla 1.2. Producci6n anual de CS, por fuentes naturales

Fuentes Produccién anual de CS,
Ton de azufre x 10-6
Océanos 0.3-0.6
Zonas costeras 0.06
/Suelos y plantas 0.6-0.8
Combustién de biomasa B
Volcanes <0.1

Fuente: Kelly y col., 1994

Fuente Industrial de bisulfuro de carbono (CS,)

El bisulfuro de carbono es un excelente solvente de muchos compuestos
organicos. De la produccién total en el mundo, cerca del 2-2.5 millones de
ftoneladas por afio, el 50-60% es usado para la produccion de viscosa (precursor
de rayon y esponjas) y otro 10-15% es empleado para la produccién de celofan.
s principales propiedades se muestran en la Tabla 1.3 También se usa en la
gricultura (fumigantes), en la produccién de gomas quimicas, como agente en
tratamiento de metales y plantacion, en la produccion de adhesivos y COmo un

dractor para aceite de oliva. Asimismo es Gtil como precursor del tetracloruro de

- bono (Mannsville 1993).

abla 1.3. Propiedades fisicoquimicas de CS,

ormula molecular CS,
=structura quimica S=C=8
:stado fisico Liquido incoloro
*2s0 molecular 76.1
sidad 1.293 g/ cm3, 80.7 Ib/pie3 (a 0° C )
to de fusion -110.8 -111.6 °C
unto de ebullicion 46.30C
gice de refraccién 1.629
279°C
- 78 atm
nsion superficial (20°C, 32.33 dinas/cm
| contacto con vapor)

bilidad en g/cms 0.18 a 20°C 0.22 a 22°C 0.14 a 5°C

Soluble en alcohol y éter
mites de inflamabilidad _Inferior: 1.25 : 50.0
mte: Budavari (1989); Moses, (1978); Plunkett, (1974); Weast, (1987)
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ictos en la salud del CS,

s efectos dafiinos de CS, en la salud humana dependen de su concentracién y

a frecuencia y tiempo de exposicion. En la Tabla 1.4 se presentan algunos de
efectos nocivos para la salud humana.

ha reportado por Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR)
#2) que el CS, se absorbe via pulmonar con un 80 % de retencién en los
2ros 15 minutos. Al contacto con la piel produce dolor y eritema, mientras que
ntacto prolongado produce vesiculacién y quemaduras. También se sefiala
contacto con los ojos causa quemaduras en las cérneas.

1.4. Efecto del CS, en la salud en funcién del tiempo de exposicién

entracion Tiempo de Efectos en la salud
3 exposicion
' 12 anos Reduccién en la velocidad de conduccién de fibras
' nerviosas
12 afios Polineuritis
exposicion Irregularidad en menstruacion
continua
Smeses a5 Efectos cardiovasculares
anos
exposicion Cambios en la morfologia del esperma, disminuye
continua los niveles hormonales en hombres
5 afos Insuficiencia inmune, polineuritis, vértigos
algunas horas Irritacion local, fatiga, cansancio, afecta al sistema
nervioso central
30 minutos Fatiga, irritacién local, afecta al sistema nervioso
central
30 minutos Disminucién de la visiéon
0 30 minutos Convulsiones, estado de coma
30 minutos Es fatal

I SDR. (1994); U. S. EPA (1986); Verschueren, K. (1983)

de eliminacion de CS,

Cipales rutas de degradacion del CS, en la atmésfera son la oxidacién y la
acion. Las reacciones con radicales hidroxilo ocurren primeramente en la
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-0s intermediarios de la oxidacién natural son el H,S y sulfuro de carbonilo (COS)

Smith y Kelly, 1988), los cuales debido a sus propiedades toxicas y corrosivas

acen necesaria su eliminacion de los efluentes que los contienen. El bisulfuro de

bono (CS,) tiene un tiempo de vida en la atmosfera de 12 dias. Existe un

ediario en la oxidacién de CS, que es COS, el cual tiene un tiempo de vida

*dia en la atmésfera de dos afios. Estos dos gases se encuentran en la
josiera en concentraciones de 0.07-0.56 ppm (Kelly y col., 1994).

lodos Fisicoquimicos

mascaramiento de componentes con olor

‘enmascaramiento no es un proceso de eliminacioén, consiste en neutralizar el
¥ indeseado, con un componente con olor soportable, por ejemplo, con aire o
2 fragancias en aerosol para usos en interiores. Este método provoca
froversias debido a que involucra la adicién de méas sustancias a la atmosfera,
lo tanto esta en oposicién a una limpieza total; por lo tanto, esta técnica es
sdecuada para la purificacion de gases residuales (Alloway y Ayres, 1993).

Reaccion quimica con ozono

e método ha sido aplicado durante algunos afios y consiste en eliminar el olor
10s gases residuales al oxidarlos con ozono. No se usa ampliamente debido a

os peligrosos que puede tener sobre los bronquios y al costo del proceso
tengraf, 1986).

Dsorcion

| este método los gases se ponen en contacto con un liquido, en el cual se
sorben los contaminantes. La absorcion puede ser un fenémeno puramente
20 0 incluir la disolucién del material en el liquido, seguida por una reaccién con
) O mas constituyentes en la solucién liquida. Existen muchos equipos para
a cabo este proceso como columnas empacadas, columnas de spray,
Dientes agitados, etc.. El efluente liquido necesita un post-tratamiento para
ar los componentes absorbidos, lo cual ofrece |a posibilidad de recuperar
ponentes valiosos. Sin embargo, el proceso de absorcién es aplicable solo en
aso de componentes con alta solubilidad en la fase liquida (Perry y Chilton,
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Para componentes. con baja solubiidad, se aplca i la absorcion puede ser
acompaliada por una reaccion quimica répida en el liquido, por ejemplo, una
reaccion de oxidacion, pues la tasa de eliminacion puede incrementarse
considerablemente.

El CS; puede eliminarse de las corrintes gaseosas por absorcion con aceites de
petroleo. La operacion es muy simple: la corriente de gas se pone en contacto con
aceite pobre en una torre de absorcion a contracorriente, Sin embargo, no es el

stodo més empleado para elminar CS, de corentes gaseosas (Kohl y
Riesenfeld, 1979).

| Adsorcion

este proceso el gas residual se pone en contacto con un sdlido. Las moléculas
| ) adsorbato s condensan en la superfcie del adsorbente, donde se enlazan por

sorcion fisica (la adsorcion es anéloga a una condensacion de moléculas
320525 0 a la cristalzacion partiendo de un liquido. Su accion selectiva es més
Dnunciada en una capa monomolecular adyacente a a superficie solida, pero en
asiones la selectividad persiste a espesores y alturas de 3 6 4 moléculas) o
miosorcion (a temperaturas altas, generaimente superiores a 400°F, I
0rcion ocurre por medio de una reaccion verdadera o un enlace Quimico) y se
inan del gas residual. Los adsorbentes son materiales naturales o sintéticos
estructura microcristalina, cuyas superficies porosas intemas son accesibles
a la combinacion selectiva del soluto.

adsorbente apropiado que se usa con frecuencia es el carbén activado,
cipalmente para trazas de compuestos olorosos, por lo cual se usa
gcialmente en la industria de alimentos. Otros adsorbentes que se utiizan a
 escala incluyen gel de silice, alimina activada, tiera de fuller y otras arcillas.
& desventaja de este procedimiento es la saturacion del adsorbente después

algun tiempo de operacion, lo que hace necesario la regeneracion del carbén
ado (Perry y Chilton, 1984).

a adsorcion de CS, (entre otros compuestos de azufre 0rganicos) se ha
0 Un carbon activado a base de hulla (Grant y col, 1962 Kot y Riesenfeld,
). El proceso se lleva a cabo a una temperatura de 80 a 100° F,y se dice que
00n activado es capaz de adsorber una cantidad de compuestos de azufre
icos, correspondiente al 10 - 12 % de su peso tota,

Quipos de adsorcion que contienen el adsorbente sdlido a través del cual l
D¢ pasarse, pueden disefiarse con lechos fijos, movibles o fluidizados. EI
fedor para un lecho fijo puede ser un ciindro vertcal y horizontal, y el
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dsorbente puede colocarse en una o varias capas; para un lecho movible se usa
n tambor rotatorio que contiene el adsorbente y en un adsorbedor fluidizado se
ne un lecho flotante de adsorbente, el cual se mantiene con el mismo aire
aminado (Peavy y col., 1985).

Combustién

que es una fuente de contaminacién del aire, la combustion también es la
2 para un importante proceso de control de contaminacion del aire, en el cual
objetivo es convertir los contaminantes del aire a CO, y H,0O, a temperaturas
3s. Sin embargo, los costos de energia son considerables, debido a que los
eles de concentraciéon de los componentes presentes en los gases residuales
peraimente son bajos, fo cual hace necesaria una flama externa en la
stion. Para que ocurra una combustion eficiente, es necesario tener la
inacion apropiada de cuatro elementos basicos - oxigeno, temperatura,
encia y tiempo (Peavy y col., 1985).

diendo del contaminante que se quiera oxidar, pueden usarse los
es meétodos: combustion directa a la flama, combustién térmica o
dustion catalitica. Los dos Gltimos se usan cuando la concentracién de los
inantes en el gas es muy baja. La temperatura de combustién puede
irse considerablemente cuando se usa un catalizador apropiado, esto
ce el consumo de combustible.

el caso de eliminacion de CS, de corrientes gaseosas, se han empleado
tes procesos cataliticos (Tong y col., 1992), dentro de los cuales puede
sonarse el proceso Carpenter - Evans, el cual emplea un catalizador de
sifuro de niquel (Ni;S,) a temperaturas de 790 - 840° F. En este proceso el
ufre una hidrogenacion a H,S segun la siguiente reaccién:

+ 2H  + o L = - e 2H,S

2

#n alcanzado eficiencias de eliminacion del 80%. Sin embargo, debido a la
sion de carbén sobre el catalizador, este tiene que regenerarse cada 30 6
. Otro proceso que puede mencionarse es el que utiliza un catalizador de
=alumina, en el cual se alcanzan conversiones completas, sin embargo,
@ temperaturas de 600 a 800° F y presiones elevadas.

eral, los procesos de combustion son los mas empleados para la
ion de CS, y de compuestos organicos azufrados de corrientes gaseosas,
principal desventaja es que resultan costosos debido a los altos
s de combustible, asi como en la regeneracion de los catalizadores.
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Métodos Biolégicos

- Segun la biodegradabilidad de los compuestos organicos, estos pueden
~ clasificarse como: biogénicos o de origen natural y antropogénicos o generados
~ por el hombre. De éstos ultimos, los compuestos xenobiéticos incluyen a los que
se degradan facilmente, (xenobiéticos débiles, similares a los biogénicos) otros de
- dificil - degradacién (compuestos recalcitrantes), y a los que no es posible
degradar, (compuestos persistentes) (Ottengraf, 1987). Sin embargo, las
investigaciones realizadas con sistemas biolégicos han permitido aislar y
- seleccionar especies microbianas, capaces de degradar diferentes contaminantes
del ambiente, tanto de facil degradacion, por el exceso en el ambiente como, CS,
(Revah y col., 1995) asi como compuestos recalcitrantes como el DDT.

- Los procesos biolégicos para la eliminacion de desechos contaminantes, aparte

de que se aplican en condiciones de temperatura y presion bajas, tienen la
ventaja de que generalmente no transferir los contaminantes a una nueva fase
(gas en solido, sdlido en agua, etc.), que es una caracteristica frecuente en otros
meétodos de purificacion. Por otra parte estos procesos son simples, confiables y
baratos y son especialmente efectivos en concentracion bajas.

La biofiltracion es un proceso biotecnolégico que se utiliza en el tratamiento de
efluentes gaseosos contaminado con diferentes compuestos volatiles como por
ejemplo el H,S, CS, biogas generado en las plantas de tratamiento de aguas,
compuestos como VOCs. Estos sistemas bioldgicos se aplican desde los afios 20
para eliminar compuestos con malos olores. Este proceso ha mostrado ser
efectivo en el tratamiento de una variedad de compuestos tales como VOCs
olores y muchos compuestos reducidos de azufre. En los afios 80 su aplicacion se
extendi6 para eliminar otro tipo de compuestos

De acuerdo al estado en que se encuentran la fase liquida y los microorganismos,
los sistemas biolégicos de purificacion de corrientes gaseosas pueden clasificarse
en tres grandes grupos: biofiltros, biolavadores y biofiltro de lecho escurrido. A
continuaciéon se describen:

a) Biofiltros

Consisten de un compartimiento empacado con algun material como composta,
turba, etc., a través del cual se hace subir la corriente gaseosa; el material de
empaque sirve como soporte de los microorganismos, ademas de que contiene
ciertos nutrientes para los mismos. Los equipos mas sencillos de operar y mas
empleados para la purificaciéon biolégica de gases de desecho son los biofiltros.
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Actualmente se usan empaques mixtos, esto es, composta, turba, etc. mezcladas
con particulas de madera, algin plastico, o algiin otro material para alcanzar
areas de contacto mayores y caidas de presién mas bajas. Se ha encontrado que
el material de empaque debe contener al menos entre 40-60 % de humedad, por
lo que en éstos sistemas es conveniente humidificar el gas de entrada o rociar el
empaque por la parte superior, o realizar ambas operaciones al mismo tiempo.
Debido a que las condiciones climéaticas pueden afectar severamente el empaque,
se usan también filtros cerrados, con la desventaja de resultar mas costosos. ver
Tabla 1.5 Otro factor importante es la desactivacién que puede sufrir el empaque
después de algun tiempo de trabajo (afios), por lo que es necesario la adicion de
nutrientes con cierta frecuencia, o alguna otra forma de reactivarlo, incluso puede
llegar a ser necesario sustituirlo por material nuevo. En la literatura se encuentran
muy buenas revisiones sobre los aspectos importantes de la biofiltracién, en
donde pueden encontrarse mayores detalles (Bohn, 1992; Devinny, 1995; Leson y
‘Winer, 1991; Williams y Miller, 1992).

Tabla 1.5 Descripcion general de un biofiltro

Caracteristicas: Ventajas:
Siomasa inmovilizada Area gas/liquido alta
ase liquida inmovil Fécil arranque
reactor Bajo costo de operacién
Area de aplicacion: Desventajas:
Concentracion de compuestos < 1 g/m*  Poco control de condiciones de reaccién
oeficiente de Henry < 10 Lento el proceso de adaptacién al flocular la

concentracion de gas
Areajrande requerida

b) Biolavadores

biolavador es un sistema que trabaja con la biomasa suspendida (es un equipo
y poco usado). Los biolavadores constan de dos compartimientos: un lavador
donde se realiza la transferencia de masa de contaminante y oxigeno de la fase
3as pasa a la fase liquida, y un regenerador en donde se encuentra la biomasa
tuya funcion es oxidar al contaminante y asi regenerar al liquido, en ésta seccion
ede ser necesario suministrar oxigeno para llevar a cabo una buena oxidacion
el sustrato.

éstos sistemas también se hace necesario ajustar las condiciones fisicas y
quimicas tales como la temperatura, el pH, la relacién carbono/nitrégeno, etc.,
ara obtener una mayor eficiencia de remocién de contaminantes. Ver Tabla 1.6.
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Existen diferentes disefios de biolavadores dependiendo de las sustancias a

manejar y los grados de remocion que necesitan alcanzarse (Kohler, 1982:
Lebeault, 1990).

Tabla 1.6 Descripcién general de un biolavador

Caracteristicas Ventajas
Mayoria de la biomasa suspendida Mejor control de reaccion
Fase liquida movil Posible evitar acumulacién de productos
Dos reactores Equipo compacto
Bajas caidas de presion
Area de aplicacion Desventajas

Baja area superficial para transferencia de masa

Concentracioén de compuestos < 5 g/m® Lavado de microorganismos a lenta su
oeficiente de Henry <0.01 crecimiento

Alta generacién de lodos

Sistema de arranque complejo

Requerimientos extra de aire para

concentraciones mayores.de contaminante

Alto costo de mantenimiento

) Biofiltros de lecho escurrido (BLE)

-0s BLE se presentan como una alternativa a los biofiltros cuando pueden
aparecer problemas de inhibicién debido a la generacion de metabolitos acidos en
| proceso, los cuales tienen que neutralizarse y con este fin es necesario
ecircular la fase liquida; ademas ésta recirculacion permite el drenado de los
woductos de la neutralizacion. Comparados con los biolavadores, tienen la
taja de efectuar las dos operaciones (absorcién del contaminante y
Bgeneracion del liquido) en un solo compartimiento. Ver Tabla 1.7

BLE consiste basicamente de una columna empacada con un material inerte
,eramica, plastico, etc.), sobre el que se soporta una pelicula de
Ncroorganismos y a través del cual se hace pasar la corriente gaseosa
aminada; también, a través de ésta biopelicula baja una pelicula de liquido
e contiene los nutrientes necesarios para Jos microorganismos.

ntro de los parametros importantes a manejar en estos equipos, se encuentran
temperatura y la concentracién de entrada del contaminante (los cuales
enden del microorganismo utilizado); asi como la velocidad de entrada del
sido y el area superficial de contacto (Bishop y Kinner, 198: Diks y Ottengraf,
).
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la 1.7 Descripcion general de las caracteristicas de un biolavador de lecho escurrido

Caracteristicas Ventajas
omasa inmoévil Comparables a biolavador
ase liguida mévil Mejor retencion de microorganismos
DS reactores Un reactor
Area de aplicacion Desventajas
centracién de compuestos < 0.5 g/m3  Area superficial baja para transferencia de
peficiente de Henry <1 masa

Generacién alta de lodos
Complicado sistema de arranque
Costos de operaciéon mas altos.

inacion biolégica de compuestos reducidos de azufre.

p la eliminacion de compuestos reducidos de azufre como el CS, y H,S se han
ificado microorganismos que son capaces de oxidarlos (a compuestos menos
icos) en corrientes gaseosas. Se pueden mencionar a Thiobacillus thioparus
anagawa y Mikami, 1989: Cho y col., 1991) Hyphomicrobium sp (Suylen y
en, 1986), Pseudomonas acidovorans (Zhang y col. 1991) y diferentes cepas
hongos (Ishikawa y col., 1980).

NOS Oe Jos microp/panismps £apsces 0p ovidsr &ste oo a8 cormmppuesios
entan la caracteristica de producir azufre de manera intracelular por ejemplo
iatoa, Thiothrix y Thiospira y el azufre tiene que ser separado de la biomasa.

‘Ofra parte las bacterias del género Thiobacillus son también capaces de oxidar
tipo de compuestos y a diferencia de los ya mencionados éstos producen
'e extracelularmente, los Thiobacillus son los mas estudiados, tanto en
JOS puros COmo con Consorcios en procesos de eliminaciéon (oxidacion) de
estos reducidos de azufre.

icteristicas de las bacterias sulfoxidantes

bacterias generalmente quimiolitoautétrofas, que tienen las siguientes
eristicas: generalmente son células pequefias gram negativas con forma de
Os pequefios que miden 0.5um de ancho por 1-3 pm de largo, moévil por un
#0 polar sencillo. La energia necesaria para llevar a cabo sus funciones se
de la oxidacion de uno o mas compuestos reducidos de azufre incluyendo
s, tiosulfato, azufre efemental, suifito y politionatos (Tabla 1.8).
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Tabla 1.8. Donador de electrones para algunas especies de microorganismos litotréficos

Especie Donador de electrones litotréfico Rango del pH para el
crecimiento
%—_

Crecimiento deficiente en medios organicos

T. thioparus H.S, 8°, 8,0.* 6-8
T. thiooxidans Se 2-5
T. ferroxidans S°, H,S, Fe?* 1.5-4
Crecimiento bueno en medios organicos

- T. novellus S.0.* 6-8
T. intermedius 8.0.* 3-7
Litotréfos filamentosos sulfurosos
Beggiatoa H.S, 8.0.> 6-8
Thiothrix H,S 6-8

| Otros géneros

- Thermothix H.S, S,0.%, 80> 6.5-7.5
Sulfolobus HiS; S 1-4

=
Fuente: Janssen, 1996.

Rutas metabdlicas oxidativas de compuestos azufrados

La energia metabdlica para el mantenimiento y el crecimiento de los
microorganismos sulfoxidantes es derivada de la oxidacién de uno o mas
compuestos reducidos de azufre. Todas las especies pueden fijar bidxido de
carbono por medio del ciclo de Benson-Calvin y son capaces de crecer
autotréficamente; algunas especies son quimiolitroficos obligados mientras que
otros pueden crecer heterotroficamente.

La quimica de compuestos de sulfuro inorganico es compleja y la transformacién
biolégica de estos compuestos es dificil de estudiar, debido a la reactividad
guimica del sustrato y los intermediarios metabdlicos. Uno de los mas presumibles
es el azufre elemental, sin embargo, existen algunas propuestas sobre las rutas
metabdlicas en la que Thiobacillus oxidan compuestos azufrados como es el
tiosulfato (ya que este es un precursor biogénico del CS, tanto en el acido

sulfhidrico y el azufre).

Una de las rutas bioquimicas se presenta en la Figura 1.2. Esta ruta conserva el
concepto de las interacciones quimicas extracelulares de politionatos, pero de
manera intracelular involucran al tetrationato y al tritionato como intermediarios de
la oxidacion del tiosulfato. En primer lugar, el tiosulfato es oxidado a tetrationato
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en el periplasma del microorganismo, donando sus electrones directamente al
citocromo c. Después el tetrationato es oxidado a sulfito en el citoplasma, que a
su vez es oxidado a sulfato liberandose 8 electrones, que se incorporan a nivel de
citocromo c. Es posible que el citocromo ¢ pueda tener una funcién sélo en la
oxidacién terminal.

-
v

Tetrationato
28,0;%  sintetasa

\l\d406 % » S,0%
Citocromo l (Mecanismo

2. oxidasa desconocido)

\ / 4 SO:, 2.
Citocromo ¢

Sulfito
8 e - |\ deshidrogenasa
-’ ?
Citocromo b 8H
4S0,> = 40,2
Membrana Espacio Membrana Citoplasma

Exterior Periplasmatico | Citoplasmatica

Figura 1.2 Oxidacion de tiosulfato. Oxidacion periplasmatica de tiosulfato y oxidaciéon citoplasmatica
de tetrationato por Thiobacillus tepidarius ( Kelly 1989)

Se han realizado otros estudios para poder explicar la conversién de tiosulfato
‘hasta sulfato y sulfuro por medio de la ruta adenosin-fosfosulfato(APS), por medio
de la enzima APSreductasa y ADPsulforilasa. Esto se muestra en la Figura 1.3

La oxidacion del sulfuro y del azufre implican primero la reaccién de esas
sustancias con el grupo sulfhidrilo de la célula, con la formacién de un complejo
sulfuro-sulfidrilo. El azufre elemental producido puede a su vez ser oxidado
posteriormente cuando se ha agotado el tiosulfato disponible. Si es baja la
concentracion del tiosulfato, el azufre elemental no se acumula mas sino
bablemente oxidado, tan pronto como se forma, aunque este mecanismo no
ta bien establecido.

| sulfito reacciona con el AMP; se separan dos electrones y se forma fosfosulfato
adenosin(APS). Los electrones separados son transferidos al oxigeno a través
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del sistema citocromo, lo cual conduce a la formacion de enlaces fosfato de alta
energia mediante la fosforilacion oxidativa. Ademas, hay una fosforilacién a nivel
sustrato en la que el APS reacciona con Pi y se convierte en ADP y sulfato.

3 "S-S0;

+2¢e Reductasa

$% e ke so;'
—Lps
Reductasa
——s AMP 2e”
so APS Adenil sulfato
|
|
| Pi ADP Sulforilasa
|
I /k‘
: ADP” +“s02°
I
1 (T 4 Adenilato cinasa
+
SO, 1/2 ATP

ura 1.3 Oxidacion del tiosulfato hasta sulfato y produccién de energia.

sistema de oxidacién de tiosulfato es una enzima tiosulfato oxidasa llamada
osulfato-citocromo ¢ reductasa, la cual no esta involucrada en el proceso de
osforilacion oxidativa, sin embargo la transferencia de moléculas de oxigeno es
medio de los citocromos b 6 c.
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azufre no es termodindmicamente factible e involucra altas reacciones
endergonicas.

=I modo de formacion del poder reductor necesario para la fijacion de biéxido de
carbono (CO,) es de la misma manera que los otros autétrofos. El sistema de

ansporte de una bacteria sulfoxidante, en donde los electrones de los
ompuestos de azufre reducidos entran en la cadena en varios puntos
dependiendo de su potencial de reduccién), y son transportados al oxigeno
molecular, generando todo el proceso un potencial de membrana que lleva a la
intesis del ATP mediante una fosforilacién oxidativa.

=l transporte de electrones en algunas especies de Thiobacillus es el siguiente:

B e FP +—Q «—> ba—a cl——> OzI’Noa

ATP ATP
Electrones

$,0,2-——— [§°] —» SO, 2 S0, >

3 actividad enzimética detectada en algunas cepas (Jordan y col., 1994)
onfirman la propuestas de que ellas tienen la habilidad y oxidan compuestos de
izufre reducidos por rutas similares a la de Thiobacillus

8203 2-__ Rodanasa _)[Sol_Azufre oxigenasa = SO3 2-__ Sulfito dehidrogenasa Si 8042-

¥O se conoce bien la ruta de degradacion de CS, sin embargo se han propuesto
as reacciones de oxidacion de este, en donde se encuentran como intermediarios
H,S, COS y S°. Durante el metabolismo aerébio el CS, sufre una hidrdlisis,
espués el COS se hidroliza y finalmente el H,S se oxida a sulfato como se
estra en la Figura 1.4

-2 habilidad de algunas cepas para crecer anaerébicamente con nitrato en CS,
ugiere que una oxigenasa no es un componente obligatorio de la ruta y esto es
obablemente consecutivo a la hidrélisis para sulfuro de carbonilo(COS) y el H,S
uede formarse durante el catabolismo del CS, (Smith y col., 1988).




CAPITULO I. INTRODUCCION 16

2H,S

COo, f/’ 2

28° + 2H,0
- 302

b
4H,* +2S0,"

Figura 1.4 Las reacciones de oxidacién de CS; (Smith y Kelly, 1988)

Generalmente son capaces de crecer autotréficamente con CO, como unica
fuente de carbono, los estudios sobre fijacion de CO, han demostrado que las
reacciones del Ciclo de Calvin (Figura 1.5) parecen ser las responsables de la
fijacion de CO, en este litotrofo.

ATP ( de las reacciones a la luz )

6 CO, ‘

) Y § =4
12-3-Fosfoglicerato s De las recciones & I
—~» (36 carbonos ) luz o de! fiujo invertido
o de electrones
.

: 12 1,3-Fosfoglicerico :
6 Ribulosa (36 carbonos )

1,5-bifosfato V—. 12 NADPH

12 Gliceraldehido -1,3 fosfato

6A
: (36 carbonos )
6 Ribulosa-5 fosfato
( 30 carbonos ) i
: 2 Fructosa-6-fosfato
\ Gliceraldehido-3-fosfato «— (6carbonos) — Biosintesis

( ordenacioén de azucar)
( 30 carbonos )

Figura 1.5 Ciclo de Calvin a partir del carbono de CO, + 12 NADPH + 18 ATP se genera C,H,,O, +
12 NADP*+ 18 ADP+ Pi
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El nitrégeno es un nutriente esencial en el crecimiento microbiano en donde se ha
utilizado el amonio como fuente de nitrégeno, sin embargo, algunas bacterias del
azufre también son capaces de desarrollarse anaerébicamente sobre compuestos
de azufre Teducido, utilizando nitrato (NO,**) como aceptor de electrones. La
habilidad de algunas cepas para crecer anaerébicamente con nitrato en CS..

7

Algunas especies de Thiobacillus son capaces de utilizar materiales organicos
tales como acido aspartico, glucosa, peptona, extracto de levadura, glutamato
- acetato y otras materias organicas, pero no hay crecimiento de estos
microorganismos en ausencia de tiosulfato. La asimilacion de estos compuestos
organicos provee la evidencia para la presencia de enzimas del ciclo acidos
tricarboxilicos en Thiobacillus thioparus..

-~ La influencia de la materia orgénica varia, ya que esta va desde la estimulacion
hasta la inhibicién en microorganismos quimiolitétroficos aunque algunos
 thiobacillus y una cepa de Nitrobacter fueron capaces de crecer en presencia de
- estos compuestos (Bock, 1976).

Tal parece que varias bacterias oxidantes del azufre se desarrollan sélo

- mixotréficamente, utilizando H,S como fuente de energia y un compuesto organico
como fuente de carbono. En esta categoria esta Beggiatoa, un organismo muy
difundido en los sedimentos marinos y de agua dulce.
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Actualmente un problema ambiental es la emisién de compuestos azufrados
producidos en la elaboracién de celofan y rayén. Uno de estos compuestos es el
bisulfuro de carbono (CS,), que por sus propiedades quimicas es utilizado como
solvente en dicho proceso. Asi mismo se encuentra al acido sulfhidrico que es un
intermediario de la oxidacion de CS,

En algunos casos el CS, liberado durante el proceso se puede recuperar.
Aproximadamente el 70 %, el restante es arrastrado junto con una corriente
gaseosa. Esta corriente se emite a la atmésfera en grandes cantidades, pero las
concentraciones de CS, y H,S son muy bajas, de tal manera que la recuperacion
de CS, no es posible. Como estos contaminantes son toxicos, corrosivos y
malolientes, deben ser eliminados antes de ser desechados a la atmésfera. Los
meétodos convencionales son ineficientes cuando la concentracion de CS, en la
corriente gaseosa es baja (< 1000 ppm), por lo que se han propuesto métodos
biolégicos para su eliminacion.

Actualmente existen algunos trabajos sobre la oxidacion y el metabolismo de CS,
por microorganismos (un reporte muy breve sobre su oxidacién por Thiobacillus
thiooxidans, de Butler y col., 1969; Rajagopal y Daniels, 1986; Smith y Kelly, 1988;
Plas y col., 1993, Jordan y col., 1995); asi como estudios a nivel reactor. De
hecho los reportes encontrados en la literatura se refieren a sistemas para la
eliminacion de CS, y H,S simultaneamente.

Sublette y col. (1987) realizaron un estudio sobre la eliminacién biolégica de H.,S
empleando un cultivo de Thiobacillus denitrificans en reactores en lote vy
condiciones tanto aerdbias como anaerébias. Los autores reportaron que el
rendimiento de biomasa en condiciones aerébias es menor que en condiciones
anaerbbias, pero la carga maxima soportada por los microorganismos es maybr
en la segunda. Determinaron también la estequiometria de la reaccion vy
reportaron que las bacterias empleadas son muy sensibles a CH,SH, pero toleran
al CS,, COS y CH,SCH,. Demostraron también que otros Tiobacilos crecen con
H,S como fuente de energia, pero ninguno presentd ventajas claras sobre
Thiobaciilus adenitrificans (Cadenhead y Sublette, 1990).

Kanagawa y Mikami (1989) trabajaron con Thiobacillus thioparus TK-m para
remover metanotiol, sulfuro de dimetilo, disulfuro de dimetilo y sulfuro de

hidrégeno, y reportaron bajas eficiencias.
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Rajagopal y Daniels (1986) realizaron un estudio con diferentes compuestos
azufrados, tanto organicos como inorganicos, dentro de los que se encuentra el
CS,, para determinar su efecto se utilizo también como fuente de azufre para
diferentes bacterias metanogénicas. Encontraron que el CS, puede servir como
fuente de azufre para el crecimiento de Thermolithotrophicus, Jjannaschii, deltae
cepas DRC y DLH, y Thermoautotrophicum cepas Marburg y DH; con
crecimientos maximos (cercanos a los alcanzados con sulfuro) para estos ultimos
y thermolithotrophicus; mientras que para jannaschii y deltae cepas DRC y DLH
los crecimientos alcanzados fueron comparativamente mas bajos.

Smith y Kelly (1988) se probaron nueve especies de tiobacilos para evaluar su
crecimiento sobre CS,. Unicamente se obtuvieron resultados positivos con T.
thioparus cepa TK-m, la cual también es capaz de crecer sobre sulfuro de dimetilo
y tiocianato. La estequiometria de la oxidacién de CS, resultd abajo de la relacién
molar esperada de cuatro O, por CS, oxidado. La mejor relacion fue de 1.5:1.0 a
25 mM de CS,, con un promedio de 1.32 +- 0.13 O, por CS, para 5 - 50 mM, lo
cual indica una oxidacién incompleta del bisulfuro con posible acumulaciéon de

azufre.

Por su parte Plas y col. (1993), aislaron un Thiobacillus que no esta bien
identificado, ya que la composicion de la pared celular corresponde a T.
thiooxidans, pero los parametros fisiolégicos corresponden a T. thioparus, sin
embargo, es capaz de usar el CS, como tnica fuente de energia. Las muestras de
cultivo para el enriquecimiento se obtuvieron de un BLE construido para el
fratamiento biolégico de gases de desecho conteniendo H,S y CS, donde los
parametros cinéticos se presentan en el Tabla 2.1

Jordan y col. (1995), reportaron las caracteristicas metabodlicas de bacterias
aisladas de suelos y hojas del arbol del roble (productor de CS,), capaces de usar
CS, como Unico sustrato. Su estudio comprende caracteristicas morfolégicas y
fisiolégicas de las bacterias, asi como aspectos cinéticos y bioquimicos. Las
cepas aisladas difieren de las conocidas anteriormente, que degradan CS, en que
son heterotrofas facultativas, algo que no se habia reportado. Ademas, son
capaces de crecer en un amplio intervalo de compuestos de azufre.

Se reportaron los parametros cinéticos de cada una de las bacterias estudiadas
los que son comparables a los encontrados en la literatura, que se muestran en Ia
Tabla 2.1 Por otro lado, los resultados sugieren que la trayectoria metabdlica de
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degradacion de CS,, probablemente sea la reportada para T. thioparus, cepa TK-
m, esto es, una hidrdlisis inicial a COS y H,S y una segunda a CO, y H,S. Sin
embargo, quedan por realizar varios estudios mas para poder clasificar con mayor
precision estos microorganismos.

Buisman y col. (1989), proponen implementar un proceso biotecnolégico para la
eliminacion de sulfuros, basandose en el principio de que el sulfuro puede ser
oxidado a azufre elemental el que puede separarse por sedimentacién. Han
encontrado que los principales productos de oxidacion biolégica del sulfuro son el
azufre y el sulfato. Ellos observaron que concentraciones altas de sulfuro pueden
inhibir la actividad de los microorganismos debido a la formacion de polisulfuros:
encontraron un intervalo de pH 6ptimo de 8.0-8.5 y un intervalo de temperatura
6ptimo de 25-35 °C

Buisman y col. (1990) sobre la optimizacién de la produccion de azufre en este
proceso, reporta que la produccion de sulfatos es muy baja a concentraciones de
oxigeno altas y de sulfuro en el reactor de alrededor de 10 mg/L y baja aun mas a
concentraciones de sulfuro mayores de 20 mg/L aln a concentraciones altas de
oxigeno. También observaron que se produce mas sulfato al trabajar con biomasa
inmovilizada que al hacerlo con biomasa suspendida a la misma concentracion
tanto de oxigeno como de sulfuro.

Revah y col. (1994), han utilizado un cultivo mixto en la oxidacién de bisulfuro de
carbono (CS,), 4cido sulfhidrico (H,S) y se han determinado algunas condiciones
de operacién en donde observaron que este cultivo crece y oxida dichos
compuestos a un pH de 7 y una temperatura de 30°C. En la oxidacién biologica de
CS,, y H;S el producto final es SO,” (H,S0,) por lo que es necesario neutralizar el
medio de cultivo, ademas se observa que la oxidacién se ve afectada
negativamente a concentraciones mayores de 20 g/L de SO,” en el sistema se
han determinado algunos parametros cinéticos que se muestran en la Tabla 2.1
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Tabla 2.1. Parametros cinéticos utilizando a CS, como fuente de energia por Thiobacillus

Fuente Ks Vmax
(mgCsS,/L) (mg CS,/gprot.*min)

Smith y Kelly -~ 1.2 4.3

Plas y col. No reportado 2.5

Revah y col. . 903 3.4

Jordan y col. KS1 3.17 5.43

KL1 2.61 6.66

KS2 2.38 3.17

KL2 5.84 3.80

Las condiciones bajo Jas cuales tueron obteridas dichas constantes son:
Jordan y col. KS1 a una temperatura(T) de 37°C a pH de 7.0 KS2 a T de 30°C a pH de 7.5 KL1 a T de 37°C
apHde 7.5 KL2 a T de 25°C a pH de 7.3
Plas y col: T de 30°C y pH de 7,2
: y @iy Fae STy prae 7T
h y col. con un consorcio a T de 30°C y pH de 7.0

Para la oxidacién de CS, se utiliza un biorreactor de lecho escurrido (BLE) a nivel
planta piloto. Este consiste en hacer pasar el gas contaminante por la parte
inferior del BLE a través de un empaque que se encuentra cubierto por una
biopelicula. Esta contiene microorganismos que pueden oxidar dicho compuesto
contaminante, y la corriente gaseosa es desechada por la parte superior. En
contracorriente se alimenta medio fresco que contiene los nutrientes necesarios
para que los microorganismos puedan crecer y llevar a cabo la oxidacién. En este
sistema se tratan flujos de 150 L/min de CS, teniéndose un 93% de eficiencia de

eliminacién de contaminantes. La tasa de degradacién de CS, alcanzadas fueron
de 300 g CS,/ m® -h (Trinidad, 1996).

30°C. En la oxidacién biolégica el producto final es sulfato (SO,)el cual tiene un

efecto negativo sobre la oxidacién de CS, a concentraciones mayores de 20 g/L
de SO, en el sistema (Revah, 1995)

Estos sistemas biolégicos se encuentran operando industrialmente en las
empresas que elaboran celofan y rayén (ver Tabla 2.2).




CAPITULO Ill. ANTECEDENTES. 23

Tabla 2.2. Concentraciones de H,S y CS, de las diferentes plantas en donde es generado.

Planta de produccién |Concentracién del contaminante (ppmv)
H,S Cs,

Planta de celofan 250-500 200-900

Planta de Ray6n 20-150 20-150

Planta de esponja 40-150 50-800

Fuente: Revah 1995

El interés de estudiar los aspectos microcinéticos de la oxidacién de bisulfuro de
carbono CS, se debe a la importancia de explicar los fenémenos de la oxidacion
eliminando todos los factores involucrados en el BLE (aspectos macrocinéticos).

La microcinética del proceso se refiere a los fenémenos que tienen relacion directa
con los microorganismos, por ejemplo: la tasa de oxidacion del compuesto
contaminante (sustrato) y el efecto que tienen sobre ésta variables tales como la
temperatura y el pH; la inhibicién que pueden experimentar los microorganismos
debido a la concentracion de sustrato, fenémenos de heterotrofia, etc. Por otro
lado, la macrocinética se refiere a los fenémenos fisicos que ocurren en el proceso,
como por ejemplo la transferencia de masa del gas al liquido y de aqui a los
microorganismos, el efecto de los flujos de gas y liquido empleados en el proceso.

Por lo que considerando los factores que pueden afectar la oxidacién en el
aspecto macrocinético como las zonas anoxicas en el reactor, las altas
concentraciones de zinc presentes en la eliminacién de CS; en la produccion de
fibra de rayén y celofan, y las caracteristicas de crecimiento que presentan los
microorganismos reducidos de azufre. Se planteo el objetivo principal del trabajo’
que consisti6 en evaluar el efecto de algunos factores que interfieren en el
proceso de eliminacion de compuestos azufrados utilizando como modelo al CS,
por medio de un consorcio.

T R, ST e R T P
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OBJETIVO

General :

Estudiar el efecto de algunos factores que intervienen en el proceso biolégico en
la eliminacién de compuestos azufrados utilizando como modelo al CS, a nivel
microcinético

Particulares :

Evaluar el efecto de algunos nutrientes sobre la oxidacién de CS,

Identificar a los diferentes microorganismos que componen el consorcio
microbiano y evaluar segun el género su capacidad sulfoxidante

Evaluar los requerimientos energéticos del consorcio

Identificar los intermediarios en la oxidacién biolégica de CS, por el consorcio

Evaluar la capacidad de oxidacién otros compuestos organosulfurados (tiofeno)
por el consorcio
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Inoculé

El inéculo utilizado para este estudio fue un consorcio tomado del Biorreactor de Lecho
Escurrido (BLE) de la planta piloto de la UAM-I Este BLE se encuentra operando desde
diciembre del 1993, EI medio mineral empleado es el reportado por Sublette(1987)
(Tabla 4.1 ) a un'pH de 7, a temperatura ambiente y como fuente de energia a CS,,.

Medio de cultivo

El medio de cultivo empleado es el de la Tabla 4.1 este medio es el utilizado por los
microorganismos autétrofos que utilizan como fuente de energia a CS, y como fuente
de carbono a NaHCO, (CO,).El pH del medio es de 7.

Tabla 4.1 Medio de cultivo Sublette(1987)

Compuesto Concentracion (g/L) Solucién de elementos traza
Na,HPO, 1.2 Compuesto g/L
KH,PO, 1.8 AICI;*6H,0 0.51
MgCL,*7H,O 0.4 Kl 0.14
NH,CI 0.5 KBr 0.14
MnCl, 0.02 H,BO, 3.06
CaCl, 0.03 ZnCl, 0.28
FeCl, 0.02 CuCl,*2H,0 0.33
NaHCO, 1.0 NiCl,*6H,0 0.51
Solucién de metales pesados 15 ml CoCl,*6H,0 0.51
_Aiua mineral 50 ml SnCl,*2H,0 0.14
BaCl,*2H,0 0.16
Solucién de metales pesados gazMoO’z 5R2H,0 o
uSe0,*2H,0 0.14
ZnS0O,*7H,0 0.1g/L S .

Solucion de elementos traza 6.0 ml/L.

Sistema experimental

En los experimentos de respirometria se utilizaron botellas serologicas wheaton de 300
ml con 270 ml de medio mineral y 30 ml de in6culo. El consumo de oxigeno como
medida indirecta de la oxidacion de los sustratos se midié por un oximetro YSI modelo
50 B.

Para los experimentos en microcosmos se utilizaron matraces Erlernmeyer de 125 ml.
con valvulas mininert con rosca con 25 ml de medio mineral y 2.5 ml de in6culo. Se
determiné proteina, sulfatos y concentracion de CS, y H,S en el aire con respecto al
tiempo.

Condiciones de cultivo
Los microorganismos se crecieron en medio mineral con matraces Erlernmeyer de 125
ml. con valvulas mininert con rosca utilizando un volumen de llenado de 20%, 10% de
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inéculo (consorcio) del BLE, a una temperatura de 30 °C, pH de 7 y 150 r.p.m. de
agitacion.

Efecto de algunos nutrimentos en la oxidacién de CS,

Efecto del extracto de levadura

Para evaluar el efecto del extracto de levadura en el crecimiento del consorcio. Se
adaptaron a los microorganismos adicionando extracto de levadura (1 g/L durante 48
horas) y 25 mg CS, /L Los resultados se compararon con un control sin extracto de
levadura. A partir de ese cultivo se preparé el indculo y se realizdé una cinética de
crecimiento y produccién de sulfatos en el medio de cultivo con 0 y 1 g/L de extracto de
levadura y 25 mg CS, /L. Se calcularon las tasas de oxidacién por medio de
respirometria.

Efecto del cinc

Para observar el efecto del Zn* se adicionaron diferentes concentraciones de cinc
(1.12, 25, 50 mg/L ) con 25 mg/L de CS, Se determinardn proteina, sulfato y tasas de
oxidacién por repirometria.

Efecto del nitrato

Para observar el efecto del nitrato como aceptor de electrones o fuente de nitrégeno se
realizaron cinéticas para ver como estas condiciones afectaban la oxidacién de CS, por
lo que se adapta el inéculo en las siguientes condiciones por microcosmos.

Condicion:

Medio (fuente de nitrégeno NH,), indculo, en presencia de O, (control)

Medio (fuente de nitrégeno NH, y fuente de nitrégeno NO,), indculo, en presencia de i 5
Medio (fuente de nitrégeno NO,) inéculo en ausencia de O,

Para lograr condiciones anaerdbicas el oxigeno fue desplazado con helio aireando con
este gas durante 20 minutos. :

La concentracion que se utiliz6 fue de NH,CI 0.5 g/L y de KNO, 0.94 g/L y se pusieron
en las condiciones de operacién ya establecidas.

Se determiné proteina, sulfatos y concentraciéon de CS, y H,S en el aire con respecto al
tiempo.
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VMicroorganismos sulfoxidantes presentes en el consorcio

5e utilizaron medios con inhibidores de crecimiento. Se aislaron las bacterias y los
1ongos del consorcio. Para ello en medio sélido se utilizé para el crecimiento de
1ongos el medio Sabouraud con 125,000 U/100 ml de cloranfenicol y para bacterias se
itiliz6 medio mineral con 0.1 g/L de extracto de levadura adicionando 8ug/ml de
listatina.

as placas se -inocularon con el consorcio y se colocaron en atmésfera de CS,
itilizando un desecador la incubacién se realizo a una temperatura de 30°C durante 72
joras.

e crecieron en medio liquido y se realizaron pruebas de repirometria para determinar
as velocidades de oxidacion de CS, por los diferentes microorganismos.

erminado el periodo de incubacién, se realizaron tinciones de Gram

e determinaron proteina, sulfatos, CS, H,S y oxigeno disuelto en liquido

itermediarios en la oxidacién de CS,

ara observar los intermediarios se realizaron cinéticas para ver la oxidacién de CS,y
1 aparicion de los productos de oxidacion.

e determinaron proteina, sulfatos y concentracién de CS, y H,S en el aire con
3specto al tiempo.

nergia de mantenimiento y energia de crecimiento

e utilizé un sistema de células en reposo (resting cell) de acuerdo a Demain y Lin
991) Para este se realizd una curva de crecimiento con medio mineral con 25 mg
S,/L y en la fase exponencial se toma el indculo. Posteriormente fue centrifugado a
0000 rpm durante 20 minutos; las células fueron lavadas y después suspendidas en
1a solucion salina. EI amortiguador de fosfatos a pH de 7.0 y el medio mineral a pH de
0 fueron inoculados con la solucién de células y en los sistemas se determiné la
cidacion del bisulfuro de carbono, con respecto al tiempo.

nortiguador de fosfatos a pH de 7

ompuesto Concentracion (g/L)
3,HPO, 7.85
1,PO, 4,71
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Oxidacién de compuestos azufrados diferente a CS,

Para calcular la tasa de oxidacion relativa de otros compuestos se utilizé una
concentracién de 1 mM de tiosulfato, bisulfuro de carbono, sulfito, azufre, sulfhidrico. La

‘concentracion de tiofeno utilizada fue de 60 mg/L con los microorganismos adaptados a
se evallo la tasa relativa de oxidacion
7

|
l
!
!
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Técnicas de Analisis

Biomasa

La biomasa se determiné indirectamente por su contenido en proteina. Esta fue

cuantificada por el método de Lowry utilizando una curva patrén con albumina de 0 a
500 pg/ml.

Sulfatos

Se determinaron sulfatos por espectrofotometria (Sheen, Kahler y Ross, 1955; Thomas
y Cotton, 1954),

El ion sulfato precipita en un medio con 4cido clorhidrico y cloruro de bario, formando
cristales uniformes como sulfato de bario. La absorbancia de la solucion es medida por
nefolemetria o espectrofotometria y la concentracién del ion sulfato es determinada por
comparacion de la lectura con una curva estandar.

El color o materia suspendida en grandes cantidades puede inferir con este método.
Alguna materia puede ser removida por filtracién. Si ambos son pequefos en
comparacioén con la concentracién del ion sulfato, la interferencia puede ser corregida.
La silica en exceso 500 mg/L pueden inferir y en aguas que contienen grandes
cantidades de materia organica no es posible la precipitacién del sulfato de bario.

Hay otros iones en el agua que pueden formar compuestos insolubles con bario bajo
condiciones fuertemente 4cidas, la determinacién puede ser hecha a temperatura
ambiente, la cual puede variar en un intervalo de 10°C sin causar un error apreciable.
La sensibilidad aproximada es de 1 mg de sulfato/L.

tiv
ezcla de reaccion: Mezcla 30 ml de HCl concentrado, con 300 ml de agua destilada,

00 ml de alcohol isopropilico o etilico al 95% y 75 g de cloruro de sodio.
>osteriormente mézclalos con 50 ml de glicerol.

sloruro de bario: cristales de tamafio de malla 20 o 30

olucion estandar de sulfato: Disuelve 147.9 mg de Na,SO, anhidro en 1000 ml de
igua destilada. Se hace una curva con incrementos en concentracion de 5 mg/L en un
itervalo de 0-40 mg/L. Alrededor de 40 mg/L la exactitud del método decrece y la
uspencion de sulfato de bario pierde la estabilidad.

) Se coloca un volumen de 100 ml de la muestra en un matraz Erlernmeyer de 250 ml
) Se agregaron 5 ml de la mezcla de reaccion

) Se agita

) Se adiciona una cucharada de cristales de cloruro de bario
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5) Se agita durante 1 minuto exactamente y a una velocidad constante
6) Se mide la absorbancia a 420 nm.

Determinacién de azufre elemental
(Bartlett y Skoog, 1954; Karchmer, 1972; Schedel y Triper, 1980)

Este método $e basa en la reaccién de cianuro de sodio con azufre elemental para
formar tiocianato de sodio.

Reactivos.

Cianuro de sodio 0.1 M

Azufre cristalino puro.

Fe(NO;); 0.75 M en 20 % de HNO,

P fimi
Se filtro una alicuota que contenia de 0 - 60 mg de azufre elemental, usando filtros de
membrana con tamafio de poro de 0.1 mm. El filtro que retiene el azufre elemental, se
incuba en 3 ml de NaCN 0.1 M a 90 © C por 10 minutos. Después de enfriarse, se
adiciono 6.5 ml de agua destilada y 0.5 ml de Fe(NO,);, 0.75 M en 20 % de HNO.,
Finalmente, se midié la densidad 6ptica a 460 nm. Se prepard una curva de calibracién
de la misma manera con concentraciones conocidas.

Concentracion de CS, y H,S

Las concentraciones de CS, y H,S se determinarén por cromatografia de gases
utilizandose un cromatégrafo de gases HP 5890 II, que cuenta con detector fotométrico
de flama y una columna de teflon de 1 m de longitud y 3 mm de didmetro, empacada
con super Q; las condiciones de operacion en el cromatografo son las siguientes:

Condiciones de operacion
Volumen de la muestra 400 pl

gaseosa
Temperatura de inyeccion 150 0C
Temperatura de columna 130 OC
Temperatura de detector : 220 °C
Flujo de gas acarreador (He) = 20 mL/min.
Flujo de hidrégeno 75 mL/min.

Flujo de aire 100 mL/min.
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Tiofeno

La concentracion de tiofeno se determiné por cromatografia de gases utilizandose un
cromatografo de gases HP 5890. Il, que cuenta con detector de ionizacién a la flama y
una columna de megaboro HP-I con 5 metros de longitud.

Volumen de la muestra 400l

Temperatura de inyeccion 2600 C

Temperatura de columna 180 © C a 260 °C durante 10 min. a una
tasa de 20 °C/ min.

Temperatura de detector : 280°C

Flujo de gas acarreador (N,) 1.8 mi/min.

Flujo de hidrégeno 75 ml/min.

Flujo de aire 100 mi/min.

Respirometria
El consumo de oxigeno como medida indirecta de la oxidacion de los sustratos se midié

por un oximetro YSI| modelo 50 B.

Det 4 i6n d e O,
En botellas para DBO se colocé el medio de cultivo aireado durante el tiempo necesario
para saturar el medio de oxigeno (aproximadamente 30 minutos)

Las botellas se inocularon con el consorcio al 10 %

- Se llevo el medio a las condiciones requeridas para la prueba
- Se midi6 la concentracion inicial de oxigeno disuelto en el medio

Se dejaron las botellas en agitacién a temperatura(30°C), pH (7)
Se monitoreo el consumo de oxigeno disuelto en el liquido con respecto al tiempo con

un oximetro.

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

Se calcul6 el consumo de CS, (mg CS,/gP*min) de acuerdo a la estequiometria global
de la reaccion de oxidacién de CS, considerando la biomasa presente y la respiracién
endogena.

R tiaH Enile :
Para conocer el consumo real del sustrato azufrado se determind la respiracion
endogena, la cual consiste en determinar el consumo de oxigeno requerido para el
microorganismo tomando del indculo con el 10% del volumen total.

Se aireo durante 30 minutos para eliminar el bisulfuro contenido en el medio

Se dejaron las botellas en agitacion, a temperatura y pH de operacion

Se monitored el consumo de oxigeno a través del tiempo
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Para los calculos de las tasas relativas de oxidacion a partir del oxigeno consumido se
hicieron de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

Para CS,

CS, +40,+2H,0 = 2S0°, + CO,+4H* OXIDACION TOTAL

Factor CS,= 0.59 mg CS,/mg O,

Para H,S:
H,S5+20, = H,SO,
Factor H,S= 0.53 mg H,S /mg O,

Para tiosulfato
5,02 +20,+H,0 = 2H,S0,
~actor S,0, = 1.75 mg S,0,* /mg O,

Para sulfito
1S0,+1/2 O, = H+SO,
-actor HSO, = 5.06 mg HSO./mg O,

Para azufre
€ + H,0 +3/20, » H,SO,
-actor S° = 0.67 mg S® /mg O,

flicrocosmos

flicrocosmos es una muestra alterada minimamente de un ecosistema conducida al
aboratorio para ser estudiada, que se comporta de manera ecolégicamente similar en
onde se seleccionan ciertas propiedades naturales. Los estudios de microcosmos han
ido propuestos como un método directo, efectivo para predecir el efecto ecologico en
xperimentos en campo. Las variables pueden ser controladas mas efectivamente que
n el ecosistema actual.(Krimsky y col., 1995).

n matraces Elernmeyer de 125 ml con valvulas mininert con rosca utilizando un
olumen de llenado de 20% de medio de cultivo.

as botellas se inocularon con el consorcio del BLE al 10%

€ llevo el medio a las condiciones requeridas para la prueba

e midié la concentracion inicial de CS,

e dejaron las botellas en agitacion a temperatura(30°C), pH (7)

e monitoreé el consumo de CS, con respecto al tiempo por medio de cromatografia de
ases.
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Se calcul6 la tasa de consumo de CS, (mg CS,/min.) por medio de la pendiente de

dicho consumo, con respecto al tiempo. Considerando la biomasa presente se calculd
las tasas de oxidacion.




CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION
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Efecto de nutrientes sobre la oxidacion de CS,
Efecto del extracto de levadura

Para evaluar el efecto del extracto de levadura sobre el crecimiento y la oxidacién de
CS; se adapté el consorcio a concentraciones de extracto de levadura de 0 y1g/lLyse
determino el crecimiento a diferentes tiempo de la fermentacién. Los resultados se
presentan en la Figura 5.1 Se observa que existe un mayor crecimiento del consorcio
cuando se adicioné al medio 1g/L de extracto de levadura. En tanto que en el medio
mineral los microorganismos alcanzan valores de crecimiento casi de la mitad a lo
observado en extracto de levadura siendo ésta de cerca de 50 ug/ml mientras que la
biomasa producida con medio mineral fue de 30 pg/ml.

60 -
(| =—e—1gll

Proteina ( pg/ml)

0 b — L L ek s
0 20 40 60 80 100

tiempo (horas)

“igura 5.1 Cinética de crecimiento del consorcio del BLE en presencia de extracto de levadura utilizando
>S; como fuente de energia y de carbono .

or otro lado la produccién de sulfatos ligado al consumo de CS; al final del cultivo fue
nayor en el medio mineral que cuando se utiliza el extracto de levadura. Esto se ve
eflejado en la disminucion del pH (Tabla 5.1)

abla 5.1 Produccion de sulfatos y pH a las 80 horas.

ledio de Cultivo Sulfatos (mg/L) pH inicial pH final
fedio Mineral (MM) 5.6 7.0 3.80

AM con 1 g/L de extracto 35 7.0 6.26

-
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Para evaluar por respirometria las tasas de oxidacion de CS; en presencia y ausencia
de extracto de levadura, se utilizé una concentracién de 100 mg CS; /L. El indculo
utilizado fue previamente adaptado durante 48 horas, utilizando una concentracion de
extracto de levadura de 1 g/L. En los resultados que se muestran en la Figura 5.2 se
observa qué en presencia de extracto de levadura el consumo de CS, es
aproximadamente 8 veces menor que el control (0.5 mg CS,/ g P* min. contra 3.8 mg
CS,/ g P* min respectivamente).

Oxidacién CS; (mg/gP*min.)
N

0 ' v K [ERE
Concentracion de Extracto de Levadura

Figura 5.2. Consumo de CS; adaptando al consorcio con extracto de levadura de(0 y 1g/L) durante 48h.

Lo anterior se puede explicar en funcién de los fenémenos de autotrofia y mixotrofia
autotrofos facultativos), que se presentan en los microorganismos sulfoxidantes. En el
rimer caso la presencia de compuestos organicos afecta el crecimiento de los
microorganismos (autétrofos estrictos) y por lo tanto su capacidad sulfoxidante, En el
segundo caso los microorganismos que son autétrofos facultativos no se ven afectados
3N su crecimiento mas si en su actividad sulfoxidante.

Je acuerdo a los trabajos de Bock (1976), se ha reportado que pueden existir
nicroorganismos quimioautétrofos facultativos es decir que pueden mejorar su
recimiento cuando se les adiciona en baja concentracién alguna fuente organica
hidrolizado de peptona). Sin embargo, en presencia de estas fuentes los
nicroorganismos pierden la capacidad de oxidar compuestos inorganicos. Por otro lado
efialan que cuando estos microorganismos vuelven a crecer en el medio de cultivo sin
uente organica recuperan la capacidad oxidativa.
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Para observar el efecto del Zn?* sobre la oxidacion de CS, se evalu6 el efecto de
concentraciones crecientes de cinc (1.25, 25, 50 y 100 mg/l), sobre el crecimiento y
produccion de sulfatos (Figura 5.3 y Tabla 5.2). Por otro lado se calcularon las tasas de
oxidacion del consorcio en funcién de las concentraciones crecientes de este elemento
utilizando respirometria (Figura 5.4).
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[ —— 25mg/L v
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‘igura 5.3 Efecto de concentraciones de Zn%* sobre el crecimiento de un consorcio

n la Figura 5.3 y Tabla 5.2 se puede observar que tanto el crecimiento como la
roduccion de sulfatos no se ve afectada al incrementar la concentracion de zinc (25,
0, 100 mg/l).

abla 5.2 Produccion de sulfatos a diferentes concentraciones de zinc.

Medio de Cultivo Sulfatos (mg/l)
"Mineral (MM) 56
MM con 25 mg/L Zn?* 4.3
MM con 50 mg/L Zn?* 4.1

MM con 100 mg/L Zn** 4.1

-
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Por otro lado, al analizar por respirometria el efecto de concentraciones crecientes del
cinc sobre las tasas de oxidacion de CS, se observé en la figura 5.4 que la oxidacién se
vio afectada negativamente al incrementarse la concentracion de cinc. A
concentraciones .mayores de 20 mg/L del ion, la oxidacion se vio afectada
considerablemente. De este modo, en una concentracién de 20 mg/L la oxidacion fue
de aproximadamente 15 %, mientras que después de 50 mg /L del ion, disminuye
aproxnmadamente en un 50 % respecto al control.

(mg /gP*min)
w

2
N

0 plasey piogts L S
0 20 40 60 80 100 120

Concentracién Zn * (mg/l)

Oxidacion de CS

Figura 5.4 Efecto de concentraciones crecientes de zinc, (1.25, 25, 50, 100 y 125 mg/l), en la oxidacion
de CS; de un consorcio por respirometria.

Podemos suponer que este efecto negativo observado por respirometria se debié a que
las células no lograron adaptarse a concentraciones altas de cinc ya que los tiempos
empleados en la técnica son cortos (aproximadamente 1 hora). Este efecto que no se
observé al evaluar el crecimiento, fue posiblemente debido a que en este caso los
microorganismos pudieron adaptarse durante el tiempo de fermentacion (96 horas). Es
posible suponer que el efecto se presente debido al choque por altas concentraciones
de cinc.

| nitrat la oxidaci 2

Para observar el efecto que tiene el nitrato en la oxidacién de CS, se adicioné nitrato en
condiciones aerobias y anaerobias. Los microorganismos del consorcio empleado, en el
caso de condiciones anaerobias se adaptaron durante 7 dias ya que cuando se
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realizaron pruebas bajo estas condiciones con el in6culo, sin adaptacién, no habia
oxidacion total de CS, Siendo la misma concentracién de biomasa en ambos casos.
Los resultados se presentan en la Figura 5.5.

—— MMcNCcA O2
—— MMcA02
—— MMcNSO2

2

0.6 -

Concentracién (mg CS /1)

0 100 200 300 40 500 600
tiempo (minutos)

Figura 5.5 Oxidacion de bisulfuro de carbono por un consorcio en presencia de nitrato

MMcA O2. Es el medio mineral utilizando al cloruro de amonio como fuente de nitrébgeno en presencia de
oxigeno. MMcNsO2 Es el medio mineral con nitrato como fuente de nitrégeno y en ausencia de oxigeno.
MMcNcA O2 Es el medio mineral utilizando al nitrato y al cloruro de amonio como fuente de nitrégeno en
presencia de oxigeno

Se observé que el consorcio puede crecer independientemente de la fuente de
nitrogeno empleada y también que existe oxidacion con las dos fuentes de nitrégeno. Al
mismo tiempo se observa que no se presenta una mayor oxidacién por tener las dos
fuentes de nitrégeno en el mismo sistema; lo que indica que no es el nitrégeno limitante
del crecimiento de los microorganismos.

Asi también se puede observar en la Figura 5 que los microorganismos en ausencia de
oxigeno presenta la capacidad de oxidar CS, Sin embargo, para oxidar 2.5 mg/l de CS,
necesitan 600 minutos, mientras que en condiciones aerobias necesitan 300 minutos.
Esto se debe posiblemente a que en condiciones anaerobias crecen microorganismos
anaerobios o bien aerobios facultativos (Thiobacillus denitrificans) de acuerdo a
Sublette (1989), y que en conjunto estos microorganismos representan una poblacién
de menor nimero que en el consorcio.




CAPITULO. VRESULTADOS Y DISCUSION 42

Mi i Rdliganiss del :

Para determinar las diferentes poblaciones del consorcio y su capacidad sulfoxidante
se prepararon medios de cultivo en presencia de inhibidores del crecimiento nistatina
(micostatin SQIBBB Bristol 1,250U/ ml) para inhibir el crecimiento de hongos y
cloranfenicol (Sigma 8ug/ml) para bacterias en atmésfera de CS, a 30°C obteniéndose
los siguientes resultados :(Tabla 5.3)

Tabla 5.3 Crecimiento de diferentes microorganismos con inhibidores de crecimiento del consorcio.

Crecimiento de los microorganismos

Medios Selectivos Hongos Bacterias Levaduras
HA +# - -
HB ++ - ++
HC - * *
BA + + +
BB - + -
BC + - -

NOTA: (-) No hay crecimiento, (+) Hay crecimiento, (++) Mas crecimiento

HA Medio Sabouraud con cloranfenicol (8ug/ml) HB: Medio Sabouraud HC: Medio Sabouraud con
nistatina (1,250 U/ ml)

BA: Medio Mineral con extracto de levadura(el) BB: Medio Mineral con nistatina (1,250U/ ml) BC: Medio
Mineral con cloranfenicol (8pg/ml)

Se puede observar en la Tabla 5.3 que en los medios que tuvieron cloranfenicol no hay
crecimiento de bacterias porque este compuesto interfiere con la sintesis de proteinas,
al combinarse con la subunidad 50-S del ribosoma bacteriano de tal forma que no
permite el ensamble de los aminoacidos en la cadena proteina. En los medios que
contenian nistatina no hubo crecimiento de hongos porque la nistatina es un compuesto
que actia sobre los esteroles de la membrana citoplasmatica de hongos. Como la
membrana de las bacterias no contiene esteroles, el crecimiento de bacterias no se ve
afectado (Koneman y col. 1987).

En microscopio se observd que las hifas de los hongos no son septadas; por lo que
posiblemente pertenecen a la clase de los ficomicetos. En tanto las bacterias son Gram
negativas, lo que indica la presencia de tiobacilos.
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Al observar que estos microorganismos pueden crecer en atmosfera de CS, entonces
se evalud la capacidad de oxidacién de dicho compuesto. Se crecieron durante 48
horas en medio liquido en medio mineral, medio mineral con cloranfenicol (8ug/ml) y
medio mineral con nistatina (1,250U/ ml) inyectando CS, en el liquido. Posteriormente
se evaluaron las tasas de oxidacion de CS; por los microorganismos.

Los resultados se muestran en la Figura 5.6 donde se observa que la oxidacién de
bisulfuro cuando no hay inhibidores de crecimiento en el medio es de 3.8 mg
CS2/gP*min. La oxidaciéon disminuye en presencia de inhibidores de crecimiento,
encontrandose valores de 1.8 mg CS,/gP*min en presencia del inhibidor para hongos y
de 0.3 mg CS,/gP*min cuando existe el inhibidor de bacterias. Lo que nos lleva a
suponer que los microorganismos que oxidan el CS, son principalmente las bacterias.

2
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Figura 5.6 Efecto de la poblacién presente en el BLE en el consumo de CS;

Los resultados coinciden con diferentes trabajos reportados acerca de que tipos de
microorganismos realizan la oxidacién de compuestos reducidos de azufre (CS2 y
H2S) en corrientes gaseosas, se pueden mencionar a Thiobacillus thioparus
(Kanagawa y Mikami, 1989: Cho y col. 1991) Hyphomicrobium sp (Suylen y Kuenen,
1986), Pseudomonas acidovorans (Zhang y col. 1991) y algunas especies de hongos
(Ishikawa y col.1980).

Por otra parte Hugler y col., 1996 En reactores a nivel industrial utilizados en la
eliminacion de olores de compuestos azufrados encontraron bacterias y levaduras
(4.3*10"° numero de microorganismos /g muestra) , amibas (5.25*10° numero de
microorganismos /ml muestra) y hongos (2.7*10° CHU/g. muestra).
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Energia de mantenimiento y energia de crecimiento

Con el fin de establecer los requerimientos energéticos para el metabolismo basal y el
metabolismo en fase de crecimiento de los microorganismos, se determiné cuanto de
CS, se destina a cada uno de estos estados. Para ello se utiliz6 un sistema de células
en reposo ‘resting cell” de acuerdo a Demain (1991). (El in6culo se centrifugo y se
suspendid® en solucidon salina. Se inocularon los matraces utilizando para el
metabolismo basal se empleo un amortiguador de fosfatos, y para el metabolismo en
fase de crecimiento el medio mineral) Los resultados se presentan en la Figura 5.7.
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Figura 5.7 Oxidacion de CS; y produccién de H2S en medio mineral y buffer por un consorcio. en donde B
es el amortiguador y MM es el medio mineral éstos utilizando como fuente de energia al CS;

En donde se observa que en el medio mineral la oxidacion de CS, es total a las 10
horas mientras que el sistema con amortiguador no se oxida totalmente. Esto hace que
exista una acumulacién de H,S mientras que en el medio mineral continua la oxidacion
de H,S. Como era de esperarse en el amortiguador no hay crecimiento, ya que aqui no
existe fuente de nitrébgeno, y la energia utilizada es unicamente para el mantenimiento
celular. En cambio en el medio mineral si se observo crecimiento alcanzando valores
de 20 pg/L en 10 horas del proceso respiratorio (Tabla 5.4 ).

Tabla 5.4 Biomasa producida en medio mineral y en buffer.

Biomasa inicial Biomasa final Crecimiento

Medio mineral 20 pg/l 40 pg/l 20 pg/l

Buffer 20 pgl/l 20 g/l 0 ug/l
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Del total de la fuente de energia proveniente del sustrato (ASg) una parte contribuye a
la tasa de energia para crecimiento (ASg) y otra a la tasa de energia para
mantenimiento(ASy,)

(ASg) = (ASg) + (ASw)

La energia de la oxidacion de CS, se destina tanto a crecimiento como a
mantenimiento. Para determinar la energia destinada a crecimiento se ajusto un
modelo como se muestra en la Figura 5.8, donde se observa que a las 3 horas,
aproximadamente, existian 30 mg de proteina /L lo que nos da un consumo de CS,
destinado a crecimiento y mantenimiento.

El modelo ajustado es Y= m1*exp(-m2(exp(-m3*mO0))
En donde:

m1: cantidad maxima degradada; m1 = 2.79

m2: tiempo de latencia; m2 = 7.71

m3: una idea de la fase de crecimiento; m3 = 0.75
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Figura 5.8 Oxidacion de CS, por un consorcio en crecimiento
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CS; para crecimiento y mantenimiento
= 0.368*m1*m3 en donde m1= 2.79, m3= 0.75
= 0.775 mg consumido / h*L considerando la biomasa 30 mg de proteina /L
= 0.775’mg/h*L /0.03 mg de proteina /L
= 26 mg CS, consumido/g proteina*h.

En amortiguador no hay fuente de nitrégeno por lo que no observamos crecimiento. El
CS; oxidado es la fuente de energia proveniente del sustrato dedicado a
mantenimiento, se ajusto un modelo Figura 5.9 en donde se obtuvo cuanto del CS; es
destinado a mantenimiento.

El modelo ajustado es Y= m1*exp(-m2(exp(-m3*mO0))
En donde:

m1: cantidad maxima degradada; m1 = 2.00

m2: tiempo de latencia; m2 = 2.71

m3: una idea de la fase de crecimiento; m3 = 0.224
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Figura 5.9 Oxidacion de CS; por un consorcio en amortiguador (mantenimiento).
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CS; a mantenimiento =
= 0.368"m1*m3 en donde m1= 2.00, m3= 0.224
= 0.164 mg consumido / h*L considerando la biomasa 20 mg de proteina /L
= 0.164 mg/h*L /0.02 mg de proteina /L
= 8.2 mg CS, consumido/g proteina*h.

En la Tabla 5.5 se observa cuanto del CS; adicionado al medio de cultivo lo que es
destinado a mantenimiento y cuanto es destinado a crecimiento.

Tabla 5.5 Oxidacion de CS; destinada a mantenimiento y a crecimiento

Sistema mg de CS, consumido /g proteina*h

Mantenimiento Crecimiento
Medio mineral 26

Amortiguador 8.2
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Se ha reportado (Smith y Kelly, 1988) que durante la oxidacién de bisulfuro de carbono
ocurren las siguientes reacciones:

CS,;+H0 = COS + H,S
COS + H,0 = CO; + H,S
2H,S + O, = 28°+ H,0
S°+H,0+3/20, = 2H'+S0,”

Mediante el andlisis cromatografico realizado se detectd la presencia de tres picos a los
siguientes tiempos de retencién tr 0.33, 0.56 y 3.02 h los cuales corresponden a H,S,
COS y CS, respectivamente.

En la Figura 5.10 Se puede observar que la concentracién de CS; va disminuyendo
durante los primeros 200 minutos, se puede observar también la presencia de COS y
H2S que van siendo oxidados. La presencia de estos compuestos se debe Unicamente
a la oxidacién biolégica, ya que se realizé un control quimico, es decir, contenia el
medio mineral con CS; en ausencia de microorganismos y la concentracién de CS, se
mantuvo constante.
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Figura 5.10 a) Oxidacién de CS; a una concentracion de 9.6 mg/l por un consorcio b) la presencia y
oxidacién de COS y H,S, Intermediarios de la oxidacion de CS;
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En las reacciones de oxidacién de CS, se encuentran el azufre como producto de la
oxidacion sulfato, los cuales se pueden observar en la Figura 5.11, en donde se obtuvo
55 ug/L de azufre y 7.6 mg/L de sulfato.
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Figura 5.11 a) Produccién de azufre, un intermediario en la oxidacién de CS, b) Produccion de sulfato,
producto final en la oxidacién de CS» por un consorcio.

La produccion de biomasa fue de 15 ug /ml ya que el tiempo en el que es oxidado el
CS; es 8 horas aproximadamente.

Si consideramos que la oxidacion total de CS; esta dada por la siguiente reaccion:
CS, +40, +2H,0 = 2S0; +4H" +CO, : |
En el sistema se inyecto 8 pl/l de CS, que es 0.12 mmol de CS, por lo que

tendriamos.
0.12CS; +0.48 O, + 0.24 H,0 = 0.24 SO,” + 0.48 H" + 0.12 CO,

En mg/L seria:
96CS,+1540,+432H,0 =24S0, +048H"+5.3CO,

Esto seria en el caso tedrico, sin embargo, aqui no tenemos produccion de biomasa,
azufre sulfato COS, H,S CS; y lo que va a como energia de mantenimiento. Si
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hacemos un balance de azufre con base en todos los compuestos azufrados tenemos
una concentracion inicial de azufre =8.8 mg S /L

El azufre en:
CS; alfinal: 0,38 mg CS, /L =0.33 mg S/L

COS: 0.22 mg COS/L =0.12 mg S/L
S° 55 pg/L = 0.055 mg S/L

Biomasa: 15 mg/L = 0.45 mg S/L
Sulfatos: 7.6 mg SO,” = 2.53 mg S/L

Azufre total = 4 mg/L mas lo que va como energia de mantenimiento que es
aproximadamente el 60 % del CS; inicial que corresponderia a 44 mg S/L esto seria
8.4 mg/L
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Oxidacién de compuestos azufrados diferentes a CS,.

Para observar el efecto que tiene el consorcio sobre la oxidacién de compuestos
azufrados distintos a CS,, mediante respirometria se evaluaron las tasas relativas de
oxidacion de-sulfhidrico, bisulfuro de carbono, sulfito, tiosulfato y azufre elemental,
utilizando una concentracién de 1 mM. Los resultados se presentan en la Figura 5.13
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Figura 5.13 Tasas relativas de oxidacién de compuestos azufrados a una concentracién 1mM

Cuando se comparan las velocidades de oxidacion de diferentes compuestos azufrados
se observa que el sulfhidrico y bisulfuro de carbono son oxidados rapidamente con
respecto a los otros. Esto se explica por la naturaleza quimica de estos compuestos
ademas de que este cultivo se encuentra adaptado a CS,, aunque si bien son oxidadas
rapidamente altas concentraciones son téxicas para los microorganismos. Asi se ha
reportado que 100 ppm de H,S en Thiobacillus denitrificans es toxico para el
microorganismo (Sublette 1989), asi como concentraciones mayores de 250 mg/L de
CS; tienen un efecto negativo sobre los microorganismos sulfoxidantes (Revah vy col,

1994)

Por otro lado se observa que con compuestos como el tiosulfato y sulfito las
velocidades de oxidacién son lentas sin embargo las concentraciones que los
microorganismos soportan sin que haya un efecto negativo en el crecimiento son hasta
de 40 g/L para tiosulfato. La baja velocidad de oxidacién de azufre se explica también
por su naturaleza fisico-quimica. Mientras que tiosulfato y sulfito son solubles, el azufre
es insoluble, de modo que los microorganismos tienen que adherirse al elemento como

se ha reportado (Konishi y col., 1994)
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Otro compuesto evaluado fue el tiofeno un compuesto organoazufrado que se utiliza
industrialmente y que por su naturaleza es dificil de oxidarse ya que es un compuesto
ciclico. La concentracion empleada fue de 60 mg/L y los resultados obtenidos se
presentan en la Figura 5.14. Como se puede observar si hubo crecimiento de los
microorganismos empleando como fuente de energia al tiofeno aunque el crecimiento
en presencia de esta fuente es 2.5 veces menor que la biomasa generada cuando el
consorcio utiliza al CS,
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Figura 5.14 Cinética de crecimiento de un consorcio utilizando tiofeno y CS; a una concentraciéon de 60
mg/ L

Se calcularon las velocidades de oxidaciéon (Tabla 5.6) utilizando como fuente de
energia al CS; y al tiofeno. La velocidad de oxidacién de CS, es aproximadamente 5
veces mayor que en el caso del tiofeno por el consorcio, lo que se corroboré al
compararlo con el control quimico es decir en ausencia de inoculo, en donde la
concentracion de tiofeno permanecié constante. Por otro lado, se observo produccion
de sulfatos, datos que se presentan en la Tabla 5.6

Tabla 5.6 Crecimiento, produccion de sulfatos, pH y velocidad de oxidacién utilizando como fuente de
energia a CS; y tiofeno.

Fuente de energia Velocidad de oxidacion Produccién de sulfato (mg/L) pH inicial  pH final

CS> (21 mgS/L) 21 mg S/ g Proteina*h 5.6 7.0 3.8
Tiofeno (25 mg S/L) 4 mg S/ g Proteina*h 2 7.0 5.1
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Los intermediarios de la oxidacién biolégica de CS, realizada por el cultivo mixto
soﬁ: En la fase gaseosa sulfuro de carbonilo (COS), acido sulfhidrico (H,S); en la
fase liquida, azufre (S°) y como producto final sulfato (SO,%). En la bibliografia se
han reportado los mismos intermediarios en la oxidacion, por lo que podemos
suponer que la oxidacion biolégica por el cultivo mixto se lleva a cabo por un

proceso similar al reportado.

Entre los microorganismos que conforman el consorcio del BLE que obtienen su
energia a partir de CS, se encontraron hongos, levaduras y bacterias. La mayor
parte de la oxidacién de CS, se lleva a cabo por bacterias ( 1.8 mg CS,/gP*min ),
siendo minima la participacién de otros microorganismos como hongos ( 0.3 mg
CS,/gP*min ). Asimismo, la oxidacién de CS, por el cultivo mixto fue de 3.8 mg
CS,/gP*min por lo que es conveniente realizar la oxidacion de CS, con el total de
microorganismos del cultivo. Estos resultados muestran que la poblaciéon de
bacterias sulfoxidantes es determinante del proceso de oxidacién de CS,. Sin
embargo, la oxidacién no se vio mejorada por la Gnica presencia de bacterias, por
lo que suponemos otro tipo de factores pueden influir en el metabolismo del

cultivo.

Al evaluarse el efecto de algunos nutrientes como el extracto de levadura(1g/l),
cinc (25, 50, 100 mg/l) y nitrato, se pudo observar lo siguiente, en el caso del
extracto de levadura se observé una mayor produccion de biomasa debido a que
se favorecié el crecimiento de heterotréfos, por lo que la oxidaciéon de CS,
disminuyd. En el caso del cinc se observé por una parte que en presencia de
concentraciones crecientes de cinc el cultivo crecié y oxido de forma similar al
control con 1.2 mg/L de cinc. Por otro lado al utilizar la técnica de respirometria
para evaluar las tasas de oxidacion se observd que las concentraciones de cinc
mayores de 20 g/L si afectan la tasa de oxidacion. Este hecho fue probablemente

debido a un efecto de choque osmético sobre las células los cuales debido a los

tiempos cortos (de 1 h) de la técnica de respirometria, no podria adaptarse a la
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presencia de cinc en el medio. Suponemos ademas que en la cinética de
crecimiento si pueden adaptarse a las concentraciones de cinc evaluados y por lo
tanto su crecimiento no se ve afectado. Finalmente en el caso del nitrato se puede
afirmar que este puede ser utilizado como fuente de nitrégeno en condiciones
aerdbicas y como aceptor de electrones en condiciones anaerdbias. El hecho de
que bajo estas condiciones se presentara actividad oxidativa por los
microorganismos significa en el BLE crecen microorganismos sulfoxidantes

facultativos (posiblemente Thiobacillus denitrificans).

Al evaluar los requerimientos energéticos del consorcio, se observé que la energia
obtenida a partir de CS, que se destina tanto para el metabolismo basal y el
metabolismo en fase de crecimiento de los microorganismos fue 26 mg CS,
consumido/g proteina*h. Para el metabolismo basal fue de 7.5 mg CS,
consumido/g proteina*h y para el metabolismo en fase de crecimiento fue de 18.5
mg CS, consumido/g proteina*h Por lo que de esta fuente de energia el 30 % es

destinado a mantenimiento y el 70 % es destinado a crecimiento.

La poblacion microbiana presente en el BLE presentd una tasa de oxidacion
mayor para H,S y CS, que para otros compuestos azufrados evaluados: sulfito,
tiosulfato y azufre elemental. Los dos compuestos gaseosos C5; v H.8,
presentaron las mayores tasas de oxidacion sin embargo debido a su toxicidad,
los microorganismos s6lo pueden soportar hasta 100 mg/L sin que se afecte su
crecimiento, un comportamiento similar presentd el tiofeno. Los compuestos
azufrados solidos y solubles, sulfito y tiosulfato presentan tasas de oxidacion
intermedias entre H,S y CS, y azufre elemental, sin embargo estos compuestos

en concentraciones muy arribas de 100 mg/L (20 g/L) no fueron tdxicos para los

microorganismos.




CAPITULO VI. CONCLUSIONES 56

Finalmente el azufre presentd la menor tasa de oxidacién respecto a los demas
compuestos. Esto debido a la caracteristica de insolubilidad del azufre en agua.

Lo que supone que los microorganismos para oxidarlo se deben primero adherir a

él para iniciar su oxidacion.
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