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RESUMEN

RESUMEN

Muchas industrias como la papelera, quimica, farmacéutica, minera y algunas
procesadoras de alimentos generan aguas residuales con un alto contenido de
sulfato, mismos que si no son tratados de manera adecuada generaran muchos
problemas ambientales.

El principal problema asociado a los efluentes contaminados con sulfato ocurre
cuando estos se encuentran en condiciones anaerobias, lo cual provoca la
generacioén de acido sulfhidrico, un contaminante con olor muy desagradable, toxico
y COrrosivo

Una alternativa para tratar estos efluentes es la conversion del sulfato a azufre
elemental mediante la intervencion de microorganismos. Para lograr esta
transformacion se lleva a cabo primero un proceso de sulfato reduccién que lleva a
la generacion de acido sulfhidrico, posteriormente, este compuesto puede ser
oxidado parcialmente a azufre elemental. Estas dos reacciones son realizadas por
dos grupos de bacterias, la primera es realizada por bacterias sulfato reductoras
gue son hetero6trofas anaerobias, mientras que la segunda es realizada por
bacterias sulfoxidantes, las cuales son quimioautétrofas aerobias.

En este trabajo se plantea la utilizacién de un reactor de lecho movil secuencial, el
cual fue empacado con un material plastico, en el que se desarrollé una biopelicula
capaz de producir azufre elemental.

En la primera etapa del trabajo se estudiaron condiciones que favorecieron el
proceso sulfato reductor con biomasa suspendida, encontrandose que una relacion
inicial DQO/Sulfato igual a 2 fue favorable para el proceso. En la segunda etapa,
se procedid a la aclimatacion de lodos que desarrollaron una comunidad mixta de
bacterias sulfato reductoras y sulfoxidante, lo cual fue logrado por la aeracion
constante del sistema a un flujo de 25 ml/(minL) (vwm=0.014), de manera
simultdnea este grupo de bacterias form6 una biopelicula activa en el soporte
plastico, se comprobd que la biomasa en suspension y la que formé la biopelicula
tenian actividad sulfato reductora y sulfoxidante, y el sistema fue capaz de
producir azufre elemental. En la tercera parte el reactor operd sélo con el
empaque ya colonizado por los dos grupos de bacterias, en el cual también se
comprobé su capacidad para producir azufre elemental.
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ABSTRACT

Many industries as paper, chemical, pharmaceutical, mining and some food
processing generate wastewater with high content of sulfate, if they are not
treated adequately cause many environmental problems.

The main problem associated with contaminated effluent sulfate occurs when
these are in anaerobic conditions, causing the generation of hydrogen sulfide and
this is undesirable because of its smell, its toxicity and its corrosive properties.

An alternative for treating these effluents is the conversion of sulfate to
elemental sulphur with the intervention of microorganisms. To achieve this
transformation the first process is sulfate reduction leading to the generation of
hydrogen sulfide, this compound may be partially oxidized to elemental sulphur.
These two reactions are carried out by two groups of bacteria, the first is
carried out by sulfate-reducing bacteria microorganisms anaerobic heterotrophic,
while the second is done by sulfoxidizing bacteria, which are aerobic
chemolithoautotrophic.

This work employed a Sequential Batch Reactor packed with a plastic material,
which developed a biofilm that produced elemental sulphur.

In the first phase of the work the favorable conditions to the process of sulfate
reduction was looked for and an initial ratio COD/sulfate equal to 2 was the best
condition. In the second stage, the sludge developed a mixed community of
sulfate-reducing bacteria and sulfoxidizing, which was achieved by the aeration
system to a constant flow of 25 mL/(min-L) (vwm = 0.014). Simultaneously this
group of bacteria formed an active biofilm in the plastic material. 1t was found
that the suspended biomass and the biofilm had sulfate-reducing and sulfoxidizing
activities, and the system was capable of producing elemental sulphur. In the last
experimental stage the reactor was only operated with the colonized packed by
the two groups of bacteria, which also produced elemental sulphur.



NOMENCLATURA

ABV  Acidos Grasos Voldtiles
APHA  Ascciocion de Salud Publica Americona {American Public Health
Association)
AP5  Adenosina -5'-fosfosulfate
ABSR Bacterias Sulfato Reductoras Acetotréficas
ATP  Adenosina Trifosfato
DQO Demanda Quimica de Oxigeno
H:% Sulfure de Hidrégeno
BSR  Bacterias Sulfate Reductoras
PAPS Fosfoadenosing fosfosulfato
5% TIén Suifato
§*  TIén Sulfuro
SBR  Reactor Discontinue Secuencial {Sequencing Batch Reactor)
BSR  Bacterias Sulfeto Reductoras
55V 5élidos Suspendidos Voldtiles
Ph  Potencial de hidrogeno
LI Carbono Inergdnice
NARH Nicotinamida adening dinucleotido

FADH Flaving andenina dinucleotide
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INTRODUCCION

En la naturaleza pueden distinguirse tres tipos de almacenamiento de azufre: yeso
(CaS0O,), metales de sulfuro y azufre elemental (S°). Los cuales se encuentran en
continua transformacién de acuerdo al ciclo del azufre. Sin embargo el incremento
de la actividad antropogénica ha alterado de manera local el balance del ciclo
provocando que compuestos de azufre sean descargados en agua y aire

principalmente, generando problemas de contaminacién.

Los efluentes liquidos con altas concentracion de sulfato se pueden encontrar en
drenajes &cidos de minas y otras industrias quimicas donde el &acido sulfdrico es
usado en el proceso. Un efluente de las actividades mineras llega a tener 1980
mg/L de sulfato y DQO baja de 100 mg/L (Maree y Strydon 1985). Por otro lado,
altas concentraciones tanto de sulfato como de materia organica se pueden
encontrar en efluentes generados por industrias agricolas, procesadoras de
alimentos y papeleras (tabla 1.1). En condiciones anaerobias el sulfato presente en

estos efluentes generara sulfuro de hidrogeno o acido sulfhidrico (H.S).

El sulfuro de hidrégeno es un gas incoloro, inflamable y venenoso con un fuerte olor
a huevo podrido. Puede ser percibido a concentraciones entre 0.01-0.3 partes por
millén (ppm). Sin embargo, a concentraciones mayores a 100-200 ppm anula el
sentido del olfato en pocos minutos, entre 200-500 ppm causa irritaciones
variadas en el organismo o pérdida de la conciencia, entre 500-1000 ppm puede
provocar paros respiratorios y muerte (Buisman et al. 1991). Cuando el H,S se
encuentra en forma gaseosa puede causar corrosién en los calentadores y motores
de combustidn interna. Cuando se encuentra disuelto en un efluente puede corroer

paredes de concreto, sistemas de drenaje y tuberias de acero.
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Tabla 1.1 Concentraciéon de sulfatos en diferentes efluentes industriales (Celis, 2004;
Polanco y Garcia, 2006)

Compuestos de azufre (g/L) DQO
Tipo de industria pH
S0,? H.S (9/L)
Pulpa y papel, proceso quimico-
. 1.2-15 0.05-0.20 7-9 7.5-10.4
termomecanico
Pulpa y papel, proceso termomecanico 0.2-0.7 - - 2-5
Viscosa y rayon (agua residual) 3 - 2-3 | 1-2
Planta de celofan y rayon - 0-1 - -
Fermentacién (4cido citrico) 2.5-45 - - 30
Fermentacion de melaza 2.5-3.45 - - 44.8-55.6
Aceite comestible 10-50 - 2-3 | 2-6
Procesadora de mariscos 21-2.7 - - 12.4-16.9
Teneria 1.2-2.0 0.15-0.3 8.6 4.8-8.0
Produccion de TNT (trinitrotolueno) 51.4 - 7.6 68.5
Refineria (sosas gastadas) 20.3 48.5 13 320
Plantas farmacéuticas 14.8 - - 285

En el caso de aguas contaminadas con compuestos carbonados y nitrogenados, se
busca la eliminacion de los mismos mediante su conversion a gases como el CO, y N,
respectivamente, el segundo de ellos, con impacto ambiental casi nulo (el CO, esté
involucrado en el fendémeno del calentamiento global). Sin embargo, la eliminacion
de compuestos azufrados por medio de sus formas gaseosas no es recomendable,

dada la toxicidad y probleméatica mencionadas anteriormente.

Con la aplicacion de tecnologias ambientales basadas en el ciclo natural del azufre
se busca la formacion de intermediarios insolubles, CaSQ,, sulfuros metalicos y
S° los cuales, ademéas, pueden ser utilizados como materias primas para otros

procesos, como la manufactura de &cido sulfurico, la fabricacion de pélvora, el
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vulcanizado del caucho, como fungicida y en la manufactura de fertilizantes, el
azufre elemental puede emplearse como sustrato de bacterias sulfato reductoras

convirtiéndose nuevamente en H,S, para la remediacién de suelos contaminados con

metales pesados.
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CAPITULO 1
ANTECEDENTES

1.1 Transformaciones del azufre

Los compuestos inorganicos de azufre mas comunes son sulfuro, polisulfuros,
tiosulfato, politionatos, azufre elemental, bisulfito, y sulfato, los cuales aparecen
en ambientes naturales. Compuestos de azufre con estados de oxidacion
intermedios pueden servir como aceptores o donadores de electrones en procesos
redox. En contraste, el sulfuro ya no puede ser reducido y el sulfato ya no puede
oxidado, por lo que son los productos finales de muchas vias de reduccién u
oxidacion de compuestos de azufre. Los estados de oxidacién de los compuestos

azufrados mas relevantes se muestran en la tabla 1.2.

Tabla 1.2 Estados de oxidacién de los compuestos de azufre més relevantes. (Bruser et
al., 2000).

Compuesto Estado de oxidacién
S organico (R-SH) -2
Sulfuro (H,S) -2
Polisulfuros ((S(S).S” -1,0,y -1
Tiosulfato ((S-SO3) -2y +6
Politionatos ((O3S(S),S03) 5+, 0y 5+
Azufre elemental S, (anillos) 0]
Bisulfito (HSO3") +4
Sulfato (SO4%) +6

Es importante recalcar que los compuestos inorgénicos de azufre no son sélo
producidos por procesos bioldgicos, procesos abioticos estan interconectados con
el ciclo biolégico del azufre, (figura 1.1). A continuacion se resumen los origenes de
compuestos inorganicos de importancia biolégica:

4
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SULFURO

El sulfuro se forma como producto principal de la respiracién de sulfato por
bacterias bajo condiciones anaerobias, cuando la materia orgénica y el sulfato no
son limitantes. Otros compuestos de azufre como tiosulfato y azufre elemental
pueden servir como aceptores de electrones para la respiracion produciéndose
sulfuro. El sulfuro es liberado también por desulfuracion de compuestos organicos
que contienen azufre reducido (proteinas). El sulfuro, es la forma mas estable del
azufre bajo condiciones anaerobias (Steudel, 2000). La disociacion del sulfuro de

hidrégeno en agua se presenta de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

H,S < H+ HS K, =1.49 X 10”7 (1.1)
HS - H+ S* K,=0.8X10" (1.2)

(H,S=4cido sulfidrico, HS™=i6n hidrosulfuro, S%=ién sulfuro)

La toxicidad del sulfuro tiene dependencia directa con el pH, porque sélo la forma
no disociada, el sulfuro de hidrégeno (H,S) puede pasar a través de la membrana
celular (Speece, 1983). En la fase liquida, el sulfuro total disuelto esta presente
en la forma no disociada (H»S) y como HS", como el valor de pK, de este equilibrio
acido-base esta cerca de 7, pequefias variaciones en el pH en el intervalo de 6-8
afectara significativamente la concentracion de sulfuro libre no disociado H,S. A
pH neutro, el H,S representa el 50% del sulfuro total, mientras que a pH 8 es s6lo

el 10% (Figura 1.2).

Una concentracién alta de sulfuro puede ocasionar problemas en el tratamiento de

efluentes via digestion anaerobia entre los que se encuentran:

e El efecto inhibitorio de H,S sobre muchos grupos de bacterias involucradas

en la digestion anaerobia.
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¢ Reduccién del rendimiento de metano y por tanto menor recuperacion de
energia.

e Acumulacion de material inerte en el lodo (sulfuros metalicos).

e Problemas en el postratamiento aerobico debido al crecimiento de bacterias
filamentosas tales como Thiothrix y Beggiotoa

e Reduccion en la eficiencia de remocién de DQO debida a la presencia de
H,S en el efluente y demanda de oxigeno sobre el medio acuatico receptor

ademas de muerte a la vida acuatica.

Compuestos de
azufre orgénico

Reduccién de Sulfato no Asimilativa

| HSOy

Oxidacién Bioldgica con O,0 NO3

{ HsOy

Figura 1.1. Ciclo biolégico del azufre, intermediarios ("), sustratos alternos (" );
(Roberson y Kuenen, 1992).
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DISTRIBUCION DE LAS TRES ESPECIES
DE SULFUED EN AGTTA

1
I_-'N
HS-
] H,S
Fraccion 1
total de 52
sulfiare
M
K, = 9.1 10°
Ky = 1.2 107"
0m
3 5 7 9 1 13 15
pH

Figura 1.2 Distribucion de las diferentes especies de sulfuro en agua dependiendo del pH
(Polanco y Garcia, 2006).

Se encontr6 que el sulfuro de hidrégeno producido de la sulfato reduccion tiene
una toxicidad directa y reversible sobre un cultivo de bacterias sulfato reductoras
creciendo sobre lactato y sulfato a diferente pH (5.8-7.0). Una concentracién de
sulfuro de 547 mg/L inhibi6 completamente el crecimiento del cultivo. (Reis et al,

1992).

AZUFRE ELEMENTAL

El azufre elemental SE forma por la accion de bacterias oxidantes del sulfuro. En
algunas especies es el producto final de la oxidacién. Es un sélido amarillo, no
toxico, que forma cristales ortorrémbicos. Contiene mas unidades de azufre por
masa que cualquier otra forma quimica. Su molécula méas estable es la que presenta
un anillo octaédrico (Sg). Es poco soluble en agua (5 pg/L de Sg), pero muy soluble
en bisulfuro de carbono, tetracloruro de carbono y disolventes polares no analogos

(Suzuki, 1999).

A presion y temperatura ambiente el azufre elemental existe como anillos de
diferente tamafio (S,), o como cadenas poliméricas de alto peso molecular (S,). De

todos los alotropos la ortorrémbica (Sg) es la mas estable termodinamicamente. La
7
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formacion de anillos con menor nimero de atomos es mas inestable y menos

favorecida.

Por sintesis quimica se pueden preparar anillos de entre 6 y 20 4tomos, estas
moléculas forman sélidos amarillos 0 amarillo-naranja. La solubilidad decrece con el
incremento en el tamafio del anillo y con el incremento de la simetria de la molécula

(Steudel, 2000).

TIOSULFATO, SULFITO, TETRATIONATOS Y POLISULFUROS

El tiosulfato tiene dos atomos de azufre no equivalentes, es decir, es un ién sulfato
en el que uno de los atomos de oxigeno ha sido desplazado por un atomo de azufre,
tiene dos 4tomos de azufre no equivalentes un 4tomo de azufre central que tiene
un numero de oxidacion +6 y el 4&tomo de azufre unido, tiene un nimero de
oxidacion -2. Esta propiedad sugiere su posible formacion a partir de la

combinacion de azufre elemental con sulfito (Suzuki, 1999).

El sulfito es un intermediario en la mayoria de las vias de oxido-reduccién de los
compuestos azufrados, es inestable, pero se puede encontrar permanentemente,

en las fuentes hidrotermales submarinas.

Los tetrationatos pueden ser un sustrato de bacterias oxidadoras del azufre. Se
originan de la oxidacion incompleta y pueden ser producidos a partir de tiosulfato

por algunas bacterias (Briser et al., 2000).

Los polisulfuros pueden ser producidos por la reducciéon de anillos de azufre
elemental abiertos con sulfuro o por una oxidacion parcial de sulfuro. Son cadenas
de aniones de azufre de diferentes longitudes que tienden a oxidarse facilmente

en el ambiente, lo que les confiere su caracter inestable. Soluciones alcalinas de
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sulfuro disuelven el azufre elemental con la formacion de iones de polisulfuros, los

cuales forman una mezcla en equilibrio de varias especies:

HS + Sg > H-S-5;-S-H" +S¢* (1.3)
Se® + HS & H' + 2 S5& (1.4)
2 Sg? > S,2 + Sg? (1.5)

Estas reacciones reversibles dependen fuertemente del pH y de la concentracion
de sulfuro total. Valores bajos de pH dan como resultado la formacién de H,S y la
precipitacién de azufre elemental, mientras que a valores altos de pH se favorece
la formacion de cadenas de azufre cortas sobre las de polisulfuros mas largas. Los

aniones de polisulfuro pueden ademas existir en agua so6lo a pH>6.

Las soluciones de polisulfuro, rdpidamente se pueden autoxidar cuando estan
expuestas al aire y el mayor producto es el tiosulfato, el cual se forma de acuerdo
a la siguiente ecuacioén:

S,.Z +1.5 0, — S,05% + (x-2)/8 Sg (1.6)

El azufre elemental se observa sélo si el contenido promedio de azufre, X, de los
polisulfuros de la solucion es mas grande que 2. Las soluciones de polisulfuro
tienen un color entre amarillo y naranja, mientras que las de tiosulfato son
incoloras, la decoloracién de la solucién original y la formacion de un precipitado
(para x>2) indica que la reaccion 1.6 ha ocurrido. Por esta razoén, tiosulfato es un

componente de las soluciones acuosas de polisulfuros (Steudel, 2000).



ANTECEDENTES

1.2 Reduccién biolégica de sulfato

Varios compuestos inorgénicos de azufre son aceptores importantes de electrones
en las reacciones anoxicas (reacciones donde no existe oxigeno molecular, O,
aunque el oxigeno puede encontrarse formando parte de otras moléculas, como por
ejemplo sulfato o tiosulfato). El sulfato es la forma mas oxidada del azufre (+6) y
lo usan las bacterias sulfato reductoras (BSR), como aceptor final de electrones,
convirtiéndolo en la forma més reducida, sulfuro (-2). Tal como ocurre con el
nitrégeno, es importante distinguir entre la reduccion asimilativa y no asimilativa
del sulfato, figuras 1.1 y 1.3. Muchos organismos como las plantas superiores, algas,
hongos y la mayoria de los procariotas, usan sulfato como fuente de azufre en la
biosintesis, el sulfuro que se forma se convierte en azufre organico y se encuentra
en forma de aminoacidos, por otro lado, la capacidad de utilizar sulfato como
aceptor de electrones para procesos que generan energia implican una reduccion

de SO,%, actividad que en gran escala esta limitada a las BSR.

El sulfato es un aceptor de electrones menos favorable que el O, 0 que el NO3". Sin
embargo cuando se usa un donador de electrones que produce NADH o FADH, se
dispone de suficiente energia para fabricar ATP. A causa del rendimiento
energético menos favorable, los rendimientos en cuanto a crecimiento son menores
qgue cuando crecen con O, 6 NO3™ (tabla 1.3). Se conocen méas de 20 géneros de

bacterias reductoras desasimiladoras de sulfato distinguiéndose dos grupos:

El grupo (a) que comprende las especies que oxidan incompletamente sus
sustratos hasta acetato y lo acumulan (ver tabla 1.3, reaccion 1 y 3):
Desulfovibrio, Desulfomicrobium, Desulfobotulus, Desulfofustis,
Desulfotomaculum, Desulfomonile, Desulfobacula, Archaeoglobus, Desulfobulbus,

Desulforhopalus, Thermodesulfobacterium.

10
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El grupo (b) que incluye a las especies que en principio son capaces de oxidar los
compuestos organicos incluyendo acetato completamente a CO, (tabla 1.3,
reaccion 2, 4 y 5). Desulfobacter, Desulfobacterium, Desulfococcus, Desulfonema,
desulfosarcina, Desulfoarculus, Desulfacinum, Desulforhabdus y

Thermodesulforhabadl.

Las BSR son anaerobias estrictas que usan el sulfato y otros compuestos oxidados
de azufre como aceptores terminales de electrones, se encuentran ampliamente
distribuidas en ambientes acuaticos y terrestres que se vuelven anoxicos. El
género mejor estudiado es Desulfovibrio que es comin en ambientes acuaticos o en
suelos encharcados con abundante materia organica y suficientes niveles de

sulfato. El pH que prefieren es cercano a la neutralidad (Madigan et a/.,, 2004)

Tabla 1.3. Reacciones metabolicas de las bacterias sulfato reductoras y sus cambios de
energia libre de Gibbs (Celis 2004; Madigan et al. 2004*)

Reaccion AG® Genero representativo
(k3/mol)

2LA "+ SO,7—2HA™ + 2HCO; + HS + H' @ -160 Desulfovibrio,
Desulfotomaculum

2LA" +350,5— 6CO5 + 3HS + H' () -255.3 Desulfobacter

4PA” + 35S0, —4HA + 4HCO; + 3HS + H'  (3) -150.6 Desulfobulbus

4PA” + 7S0,>—12HCO; + THS + H' (4) nd Desulfococcus,
Desulfobacterium

4HA + SO, —>2HCO4 + HS” (5) -150.6 Desulfobacter,
Desulfobacterium

glucosa + 3NO3™ + 3H,0— 6HCO3 + 3NH," (6)* -1796 Bacterias nitrificantes

glucosa + 60, — 6CO, + 6H,0 8)* -2880 Organismos aerobios vy
facultativos

LA", CH3CHOHCOO™ (lactato); PA", CH3;CH,COO™ (propionato); HA", CHsCOO™ (acetato); nd, no
determinado

Los sustratos organicos comunes (donadores de electrones y fuente de carbono)

para las BSR son: acetato, lactato, propionato, tabla 1.3.
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Ya que el sulfato es una molécula muy estable, primero tiene que ser activada a la
expensa de dos moléculas de ATP por cada molécula de sulfato. Esta activacion es
catalizada por ATP sulfurilasa para producir APS (adenosina-5"- fosfo sulfato).
En el caso de la reduccion desasimilativa, APS es reducido directamente a sulfito y
este es convertido en varias etapas hasta H,S, figura 1.3. Se destaca el hecho que
H,S es siempre el producto final y la reduccion incompleta del sulfato no ha sido
reportada. Esto puede ser atribuido a la maxima recuperaciéon de energia (si se
supone que se forman 3 moléculas de ATP) en el caso de la reduccion completa
hasta H,S. Una explicacién bioquimica puede ser argumentada en el sentido de que
el H,S es facilmente excretado a través de las membranas celulares, mientras que
S° que es insoluble puede presentar problemas para la célula. Por lo tanto la
formacion de S°en un solo reactor anaerobio no podria ser llevada a cabo (Briiser
et al, 2000), por lo que se hace necesario el acoplamiento de una etapa aerobia que

permitiria la oxidacién de sulfuro a azufre elemental.

g i ATP ADP
S0, APS S PAPS
ATE mulluitasa APS rpiinasn
O NA%F'H
APS a
-H\'- raclucinas L )
MADP '\_\
AMP PAP
" N
S0, S0y
Ba” Ga”
N sumo i
raduslana

Excrecian Compuesto de
azulra organico
(cisteina, metionina,
atc.)

Reduccidn Reduccidn
desasimiladora asimiladora
il de sulfato da sullato

Figura 1.3 Bioquimica de la reduccion de sulfato (Madigan et a/., 2004).
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1.3 Eliminacion de sulfuro: métodos fisicoquimicos y
Oxidacion biologica
1.3.1 Métodos fisicoquimicos

Se conocen procesos quimicos que implican oxidacion, precipitacion, o una
combinacion de ellos o los de tipo fisico tales como absorcién, adsorciéon o

volatilizacion.

De las corrientes de hidrocarburos y gases de combustién por ejemplo, el sulfuro
presente puede ser arrastrado por contacto con soluciones alcalinas formando
sulfuro en solucién. Existen diferentes procesos que difieren en el tipo de
oxidante usado para transformar el sulfuro en azufre elemental: el proceso
Stretford y el Sulfolin emplea vanadio (Hammond, 1986), en el proceso Lo-Cat se
aplica hierro (111) (Heisel et al. 1987), El peréxido de hidrégeno, recomienda para
eliminar el olor en efluentes industriales con nivel de sulfuro entre 50-10000 mg/L
(Us-Peroxide, 2000). Sin embargo muchos de estos procesos, transfieren el
problema a otra corriente de desechos o implican procesos complejos y costosos
(Cadena y Peter, 1988). Los procesos mencionados son de alto costo, en particular
cuando se trata de eliminar concentraciones bajas de compuestos sulfurados. En

este sentido los procesos bioldgicos pueden llegar a ser una alternativa favorable.

1.3.2 Oxidacion biologica

En ambientes controlados el sulfuro puede ser oxidado con oxigeno via microbiana,
lo cual tiene las ventajas tales como la eliminacion de quimicos y el empleo de
condiciones ambientales de temperatura y presion, por lo que el costo disminuye

considerablemente, no se necesita el tratamiento de lodos con contenido excesivo
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de reactivos, mejora la remocion de materia organica y el azufre elemental es el

producto final.

Los compuestos del azufre mas comunes que se usan como fuente de energia son
el sulfuro de hidrégeno (H,S), azufre elemental (S°) vy el tiosulfato (S,05%). En la
mayor parte de los casos, el producto final de la oxidacién es el sulfato (SO.), el
nimero total de electrones que intervienen entre el H,S y el sulfato es de ocho.
Hay menos energia disponible cuando se usa uno de los estados de oxidacion

intermediarios, tabla 1.4.

Las bacterias rojas del azufre utilizan sulfuro de hidrégeno como un donador de
electrones para la reduccion fotosintética del CO,. El sulfuro es oxidado a azufre
elemental que es almacenado como gréanulos dentro de las células, més tarde el
azufre desaparece oxidandose a sulfato. La mayor desventaja de usar bacterias
fotosintéticas a gran escala reside en su naturaleza anaerobia, asi como el
requerimiento de energia luminosa que implica tener un &rea extensa y
transparente. También se necesita tener un buen mezclado pues la formacion de S°

produce suspensiones turbias, incrementando los costos de iluminaciéon (Jensen y

Webb, 1995).
Tabla 1.4. Liberacion de energia en la oxidaciéon de compuestos reducidos de azufre.
Reacci6n AG” (KJ/reaccion)
H,S +20, — SO, +2H" @ -798.2
HS +0.50, + H" - S°+ H,0 (2) -209.4
S°+H,0 + 050, — SO~ +2H" (3) -587.1
S,05% + H,0 + 20, —» 2S0,% + 2H" (4) -587.1

El género Thiobacillus es el més estudiado de los quimiolitotrofos del azufre, sus
ventajas son: 1) tienen pocos requerimientos nutricionales, 2) producen azufre

elemental extracelular y 3) tienen una mayor afinidad por el sulfuro,
14
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permitiéndoles competir exitosamente con la oxidacion quimica del sulfuro (Gadre,
et al. 1989), Buisman et al. (1994) encontraron que a una concentracion de 150
mg/L de sulfuro, la tasa de oxidacién bioldgica fue 7 veces més alta que la tasa de
oxidacion quimica y a 10 mg/L de sulfuro la tasa de oxidacion bioldgica fue 75

veces mas alta que la oxidacién quimica.

Muchos trabajos se han realizando intentando aclarar las vias de oxidacion a
sulfato, para establecer el mecanismo y la eficiencia de acoplamiento de la energia
liberada utilizada para el crecimiento de las bacterias. Un factor que ha impedido
la aclaracion de estos aspectos es que, contrario a lo que se pensaba, existen dos o

mas vias de oxidacion.

In vitro, el sulfuro de hidrégeno es oxidado a azufre por algunas bacterias
fototroficas y quimiotdétrofas (entre ellas Thiobacillus sp.) via flavocitocromo c-
sulfuro deshidrogenada (reaccion 1.7), (Visser et al. 1997) y una sulfuro quinona
reductasa (reaccién 1.8) confirmando que la produccion de azufre puede ser debida

a una enzima especifica.

S* + Cytssog — S° + Cytssogreq) 1.7)
Flavocitocromo c-sulfuro deshidrogenasa (FP)

S% + UQox — S° + UQyeq (1.8)
Sulfuro-quinona reductasa (SQR)

El flavocitocromo c¢ esta localizado en el periplasma de varias bacterias, son
enzimas solubles que muestran actividad citocromo ¢ oxidorreductasa in vitro, por
esta razon, se ha sugerido que flavocitocromo c¢ juega un papel esencial en la
oxidacion del sulfuro en vivo (figura 1.4 a). Sin embargo, flavocitocromo ¢ no
aparece en otras bacterias sulfoxidante, ademas de que bacterias que no lo
contienen, tienen la capacidad de oxidar tiosulfato. Esta actividad se ha atribuido

a la sulfuro-quinona reductasa (SQR). La sulfoxidacion por SQR con la
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participacion del complejo citocromo bc¢ en el flujo de electrones del sulfuro al

citocromo c se muestra en la figura 1.4 (b), (Schiitz et al. 1998).

Bajo estos esquemas en el proceso respiratorio de las bacterias sulfoxidante, el
sulfuro de hidrégeno provee electrones para la reduccién del NAD', que es
requerido para la fijacion del CO, en el Ciclo de Calvin-Benson. Los compuestos
reducidos pueden incorporarse por varios puntos segun sus potenciales de
reduccion, utilizando oxigeno como aceptor final de electrones. En el caso de la
figura 1.4 (b), el potencial redox del par NAD*/NADH a pH 7 es aproximadamente
50 mV méas negativo que el potencial del par S°/H,S. Por lo tanto, se requiere

energia para transportar los electrones del sulfuro de hidrégeno hacia el NAD".

H* H* H Exterior . L] l :I.lzll}
K IH 0, IH{ 1
aecchos i viv A 5
-\ﬂ\'-f‘."lp:_:_',; g oyt b— _r *) vy ___'.'_ . ' -
- I \"r:;r. aa; f el __H,{_Jirp’ﬁ J 4
‘ g b | X : !
{0‘ = f ! Oxidasa il | bl b Oxidasa
o alternativa = # L‘{u- o -‘L:.‘r" b .
8,02 o . . - J }
& B g0 ) .' SN, fonn T T
5 H,0 i Yoo = . G Oy, 4 oot
SRR .a'lL‘-Fﬂ Interior . QR i S I
ATE L A EH tE
NADH = Clclo de Calvir §H .
.
WS 1§ Quinol oxidasa———
(a) Madigan et al. (2004) (b) Schutz, et. al. (1998)

Figura 1.4. Oxidacion de compuestos reducidos de azufre por

guimiolitotrofos del azufre. (a) Los electrones de los compuestos de azufre alimentan
la cadena de transporte de electrones para obtener una fuerza protén motriz; los
electrones del tiosulfato y azufre elemental entran al nivel del citrocromo ¢. (b) Modelo
del trasporte de electrones de sulfuro a oxigeno en membranas de Paracoccus
denitrificans GB17

Los electrones del sulfuro entran a la cadena a nivel de la quinona (UQ), via la
SQR, dependiendo de las especies de quinona el potencial del par UQ/UQH. es de
100 a 300 mV mas positivo que el par S°/H,S. Los electrones también pueden

entrar a nivel del citocromo tipo ¢ (Cit c¢) via sulfuro Citocromo c oxidorreductasa
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(Cyt oxidasa), con potenciales de 500 a 700 mV mas positivo que el potencial del
par S°/H,S. Si los electrones entran a la cadena a nivel de quinona via SQR,
entonces el complejo citocromo bc contribuye a la generacién del gradiente
proténico necesario para el transporte de electrones al NAD". Asi la sulfoxidacion
por la SQR proporciona mas energia que la sulfoxidacion por la Cit oxidasa

(Griesbeck et al. 2000, citado por Gonzalez 2006)

Por otro lado, un sistema enzimatico oxidante de tiosulfato presente en

Thiobacillus versutus realiza la siguiente reaccion:

"S-S0; + 5H,0 — 2S0,% + 8™ + 10H" (1.9)

Dependiendo del pH existen dos tipos de bacterias que oxidan el sulfuro, aquéllas
gue crecen a pH neutro (6-8) 7. thioparus, T. denitrificans, T. neapolitanus y las
que lo hacen a pH acidos (2-4) 7. thiooxidans, T. ferrooxidans (Madigan y

Martinko, 2004).

1.4 Sulfato reduccion-sulfoxidacion

En los ambientes naturales las rutas del ciclo del azufre estan interconectadas y
los ecosistemas en los que las transformaciones del azufre se llevan a cabo de
manera ciclica se llaman Su/furetum, intervienen de manera continua tanto
organismos sulfato reductores como sulfoxidante. Se encuentran en diferentes
ambientes como en las fuentes hidrotermales, sedimentos marinos y mantos

microbianos (van den Ende et a/, 1997).

En los sistemas de tratamiento de agua la oxidacion de sulfuro ha sido estudiada
en anos recientes. Muchos de los estudios se han enfocado a controlar la toxicidad

del sulfuro para las bacterias metanogénicas. El sulfuro se puede oxidar a azufre
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elemental bajo condiciones limitadas de oxigeno (<0.1 mg/l) por bacterias

sulfoxidantes (Burguess y Stuetz, 2002).

Por otro lado en una planta moderna de lodos activados se determind la cinética de
sulfato reduccion, esta planta trata el agua residual de una poblacién de cien mil
personas, donde las BSR estuvieron sometidas a ciclos alternados de condiciones
oxicas y anoxicas. La sulfato reduccion comenzaba inmediatamente después de
iniciar el ciclo anéxico. Los resultaron mostraron un firme y eficiente acoplamiento
metabdlico entre las BSR y las bacterias aerobias y facultativas (Ingvorsen K, et
al. 2003), con lo cual queda evidenciada la capacidad de las bacterias sulfato

reductoras para resistir periodos de aereacion.

1.5 Potencial redox

Muchas reacciones enzimaticas son reacciones de 6xido reduccion. La habilidad de
un organismo para llevar a cabo estas reacciones depende del estado de éxido
reduccion del medio. En una solucion la relacion de compuestos oxidados y
reducidos constituye el potencial redox (Eh). Algunos microorganismos pueden ser
activos solamente en ambientes oxidantes, mientras que otros s6lo en ambientes

reducidos.

El potencial redox es una medida del valor relativo contra el valor O de un
electrodo normal de hidrégeno. Un medio que acepta electrones de un electrodo
normal de hidrogeno se le asigna un valor redox positivo, si un medio dona

electrones al electrodo se le asigna un valor redox negativo.

Un potencial redox positivo indica que el medio favorece reacciones de oxidacion,

a valores negativos indican un ambiente reductor. Microorganismos estrictamente

18



ANTECEDENTES

aerobios pueden estar activos solamente a valores positivos de Eh, mientras que
anaerobios estrictos solamente a valores negativos de Eh. Anaerobios facultativos
pueden operar sobre un amplio rango de valores de Eh (ORP) usando oxigeno como
aceptor final de electrones a valores altos de Eh y fermentando o usando un

aceptor de electrones alterno.

El potencial redox es influenciado por la presencia o ausencia de oxigeno molecular.
Ambientes en contacto con el oxigeno atmosférico tienen Eh cercanos a +800 mV,
ambientes que se encuentran a tensiones de oxigeno reducidas tienen valores mas
bajos. En los sedimentos acuaticos valores de Eh son usualmente negativos.
Sedimentos ricos en materia organica pueden tener valores de Eh tan bajos como
-450 mV. A estos valores el sulfato es reducido a H,S y la reduccién de CO,

produce CH, de manera rapida (Atlas y Bartha, 1993).

La oxidaciéon de sulfuro a azufre y posteriormente a sulfato, y la reduccién de
oxigeno en agua son los cambios redox mas importantes. El valor del potencial
redox esta determinado principalmente por la concentracion de sulfuro ya que éste
es un compuesto gue tiene una alta capacidad para intercambiar corriente con la
superficie de los electrodos de platino, apoyado en esto Janssen et al (1998),
lograron controlar un reactor sulfoxidante, encontrando que la formacion de
azufre elemental se favorecia en el intervalo de -147 a -137 mV (valores con
respecto al electrodo de H, a 30°C y pH 8), asi buscaron que el reactor operaréa en
ese intervalo y cuando el registro del ORP se encontraba fuera del intervalo se
modificaba la aeracion, de esta manera también se evitaba una aeracion excesiva,
haciendo minima la formacion de sulfato. Ademéas encontraron que existe una
relacion lineal entre el potencial redox y el logaritmo de la concentracion de

sulfuro.
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Buitron et al. (2003) desarrollaron un algoritmo denominado de control robusto y
confiable, basado en la medicion del potencial de 6xido reduccion (ORP). Con este
algoritmo se detecto el final de la etapa anaerobia en un reactor SBR (Sequencing
Batch Reactor) anaerobio/aerobio, utilizado para la degradacion de p-nitrofenol
(PNF). Se observé que durante la etapa anaerobia se presentaba un punto de
inflexion en el ORP medido en linea, el cual indica el fin de la reduccién del PNF a
p-aminofenol (PAF). De esta manera el ORP es utilizado como el parametro de
control para la etapa aerobia donde el PAF ser4 degradado por los

microorganismos.

Una herramienta (til son los diagramas de zonas de predominio de especies
azufradas en funcion del pH y el ORP, que predicen los productos de oxidacién de
una solucion de sulfuro que se aérea de forma constante. A pH alcalino, la primera
fase en la oxidacion quimica de sulfuro es la formacién de polisulfuros
(figura 1.5 a) de acuerdo con la siguiente ecuacion:

5HS + 20, < Ss% + 30H + H,0

la oxidacion subsecuente de pentasulfuros a sulfito y tiosulfato son las reacciones
predominantes a pH alcalinos (figura 1.5 b). De acuerdo con estos diagramas se
observa que la oxidacion quimica del sulfuro, bajo condiciones quimicas tiene una
alta tendencia hacia la produccién de polisulfuros y después a tiosulfato y sulfito,
mientras el azufre puede ser estable a pH menores a 8 y ORP superiores a -200
mV (zona sombreada figura 1.5 b). Si la aeracion continta el producto final de la

oxidacion quimica del sulfuro sera el sulfato, (Gonzalez y Revah, 2007).
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Figura 1.5 Diagrama de zonas de predominio de especies azufradas en la oxidacién quimica
de sulfuro (en ausencia de microorganismos). a) Los posibles productos que en cuestién de
minutos aparecerian, cuando una solucion de sulfuro es aereada, b) los productos de
oxidacion que se formarian al aerear por horas la solucion inicial de sufuro (Gonzalez y

Revah 2007).
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1.6 Reactores SBR

Un reactor discontinuo secuencial (Sequencing Batch Reactor, SBR) es un sistema
de lodos activados para tratamiento del agua residual que utiliza ciclos de llenado y
descarga. Las operaciones involucradas en un SBR son equivalentes a las de un
sistema de lodos activados convencionales: aireacion y sedimentacién-clarificacion.
La diferencia entre estos sistemas, es que, en sistemas convencionales de lodos
activados, estos dos procesos son realizados en dos diferentes tanques, mientras
gue en sistemas SBR, estas operaciones ocurren secuencialmente en el mismo
tanque (figura 1.6). Son sistemas versatiles pues durante la fase de reaccion de un
SBR pueden implementase fases anaerobias y aerobias alternadas, con la finalidad
de remover nutrientes como nitrogeno y/o fésforo (Bernardes y Klapwijk, 1996),
asi como compuestos xenobidticos (Buitron et a/, 2003). El volumen de intercambio

corresponde a la fraccion descargada con relacion al volumen total de operacion
Aguza Residual

Wacindo ramccion

L —

C

Sedimentacién

Figura 1.6. Fases de un reactor discontinuo secuencial.

Los sistemas SBR han sido utilizados con éxito para tratar aguas residuales tanto
municipales como industriales. Entre 1914 y 1920 Arden y Lockett pusieron un
marcha varios procesos que operaban de acuerdo a la tecnologia de SBR. El interés
en los SBR se revivié a finales de la década de 1970 e inicios de la década de 1980

con el desarrollo de nuevos equipos y tecnologia. Las mejoras de los sistemas de
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aeracion y de controles permitieron que los SBR compitieran con éxito con los

sistemas convencionales de lodos activados.

Los sistemas SBR pueden producir un efluente de mejor calidad que el obtenido
por un tratamiento secundario y pueden operar en un amplio rango de variaciones
de flujos y cargas organicas, pueden adaptarse facilmente a variaciones continuas
de las concentraciones de los contaminantes. Otra de las ventajas sobre los
sistemas de lodos activados es que los SBR generan una fuerte presion de
seleccion, adaptando bacterias a condiciones cambiantes pues se utiliza una
secuencia de tiempo controlada. Este tipo de reactor realiza también, en algunos

casos, la sedimentacion secundaria (Metcalf y Eddy, 2003).

1.7 SBR con biopelicula y de lecho movil

Durante los dultimos afios, un gran numero de aplicaciones basadas en el
funcionamiento de SBRs han sido desarrolladas, todas ellas han tenido el objetivo
comun de controlar la composicién y la actividad de las comunidades microbianas,
asi como tratar de alcanzar las mas altas eficiencias en la remocién de los

contaminantes (Mace y Mata-Alvarez, 2002).

Una de las mejoras se obtuvieron al incorporar empaques en los reactores, en cuya
superficie se desarrolla una biopelicula (Rusten y Neu, 1999), las cuales
constituyen un conglomerados de microorganismos donde predominan las bacterias
heterotrofas, la biopelicula se desarrolla con el objeto de buscar proteccion ante
posibles condiciones adversas del medio (Gonzéalez, 1996). Puesto que el oxigeno
tiene una limitada penetracion a través de la biopelicula se genera una zona aerobia

y una anaerobia en la biopelicula (figura 1.7).
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Chozick e Irvin (1991) empacaron un SBR con carbén activado, por lo que, durante
la etapa de llenado ocurrieron procesos de adsorcion y la concentracion de los
contaminantes criticos disminuyd considerablemente. Durante la etapa de reaccion,
biodegradacion y desorcién son los procesos predominantes (Zwerger et al. 2000)
probaron el uso de zeolita como material de empaque para el crecimiento de una
biopelicula. La zeolita tiene una alta capacidad de absorcion, y su bioregeneracion

es controlada mediante la actividad biol6gica de los microorganismos.

Pelicula aerobia :
Media de —». ;
soporte i
..-"""f

Pelicula anserohia

Crecimiento microbiano

Figura 1.7. Biomasa adherida a un soporte en un SBR (Sequencing Batch Reactor) con
biopelicula

En los reactores de lecho mavil la biopelicula crece en la superficie de materiales
acarreadores (empagues) que se mantienen en libre movimiento con el liquido del
reactor mediante la agitacion generada por sistemas de aireacion (reactores
aerobios) o por sistemas mecanicos (en reactores anoxicos o anaerobios), (figura

1.8).

5w Ay .

> PL0 e
Operaci6n aerobia Operacion anoxica

Figura 1.8 Principio de funcionamiento de un reactor de lecho mévil (Jddegaard et al.,
1993)
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Los empaques se han fabricado de polietileno o polipropileno de alta densidad, en la
tabla 1.4 se muestran algunas caracteristicas de empaques comerciales utilizados
en plantas reales y plantas piloto. En el 2003 habia m4s de 300 instalaciones

alrededor del mundo que operaban con esta tecnologia (Rodgers y Zhan, 2003).

Tabla 1.5. Propiedades de empaques utilizados en reactores de lecho mévil

Kaldnes Kaklnes Natrix Natrix
Empaque Flocor-RMP® | ABC4°
18 28 Maxi® Optima?
Longitud (mm) 7 15 50 50 20-30 14
Diametro (mm) 9 15 52-64 60 15-20 14
Area especifica 500 350 200 300 160 600
(m?/m?3)

®Datos obtenidos de la pagina electronica: http://www.ny.anox.se/eng/b2 2 barare.htm.
PAndreottola et a/. 2000

“ Datos obtenidos de la pagina electronica:
http://www.agwise.com/new/page.asp?cat=155&type=2&lang=1

El porcentaje de llenado y el area especifica del empaque empleado son los dos
principales parametros de disefio. Los porcentajes de llenado se encuentran entre
30-70% del volumen total de reactor y se recomienda que el porcentaje de llenado
sea menor al 70 %, con esto se consigue que el empaque pueda moverse libremente

(Ydegaard 2000).

La tecnologia de lecho movil puede aplicarse en plantas de tratamiento para la
biodegradacion de materia organica y en instalaciones para eliminacion de
nutrientes, nitrificacion y desnitrificacion tanto en aguas residuales urbanas como
industriales. Otra aplicacién es el empleo de esta tecnologia en el redisefio de
procesos actuales de lodos activados que tratan Unicamente materia orgénica para
su ampliacién a la eliminacién de nitrégeno de forma sencilla y sin la necesidad de

construir nuevos reactores biol6égicos (Rodgers y Zhan, 2003).
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Los parametros de control tipicos de un proceso de lodos activados, como el tiempo
de retencion celular o edad del lodo dejan de tener relevancia, por lo que la

operacién del mismo se simplifica notablemente.

En comparacion con los sistemas de tratamiento de aguas con biomasa en

suspensién, las ventajas de los sistemas de biopelicula son:

¢ Reducciéon de volumen del reactor bioldgico por empleo de un soporte que
proporciona una superficie especifica elevada.

e Son procesos con gran flexibilidad, ya que en funcién del porcentaje de soporte
plastico empleado en el reactor, se consigue aumentar la superficie disponible
para la formacion de biopelicula y en consecuencia la eficiencia del proceso.

e No requiere recirculacién de biomasa del reactor.

¢ Permite la generacion de una biomasa caracteristica de cada tipo de reactor
(aerobio, andéxico o anaerobio) dando lugar a la obtencion de una biopelicula con
una elevada actividad.

e La biomasa no depende de la separacién final del lodo y en consecuencia los
problemas habituales encontrados en procesos convencionales de lodos
activados, relacionados con la sedimentabilidad del lodo, son menos relevantes.

e Mayor resistencia a la toxicidad y cambios de las condiciones ambientales.

Se ha demostrado que en los reactores con lecho mévil la biomasa adherida es muy
eficiente, en reactores de tratamiento de agua municipal e industrial (ddegaard et
al, 1994). Se han aplicado en condiciones aerobias, anéxicas y anaerobias, en
procesos de oxidacion de compuestos carbonados y nitrificacion-desnitrificacion

(Rodgers y X.-M. Zhan, 2003).

Pueden aprovecharse las ventajas de un reactor SBR con lecho movil para el
tratamiento de aguas contaminadas con sulfato. Por un lado, durante la etapa de

reaccion del SBR pueden establecerse ciclos anaerobio y aerobios, para dar lugar
26



ANTECEDENTES

primero a la reduccion de sulfato a sulfuro (fase anaerobia) y posteriormente la
oxidacién de sulfuro a azufre elemental (fase aerobia), el lecho mévil le daria la
ventaja de que se puede prescindir de la biomasa suspendida ya que se formaria
una biopelicula formada por bacterias sulfato reductoras y sulfoxidantes, con ello

se facilitaria la recuperacion del azufre elemental, el cual puede precipitar dada su

baja solubilidad.
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1.8 HIPOTESIS

En un reactor de lecho moévil secuencial (SBR, Sequencing Batch Reactor), el
acoplamiento de un sistema anaerobio-aerobio permitird la transformacion
bioldgica de sulfato (SO,*) a azufre elemental (S°) mediante la accion consecutiva

de bacterias sulfado reductoras y bacterias sulfoxidantes.

1.9 OBJETIVOS

Objetivo general

e Evaluar la eliminacion de sulfatos en un reactor de lecho movil anaerobio-
aerobio mediante su conversién a azufre elemental (S°), por métodos
biolégicos, con las reacciones acopladas, reduccion de sulfatos (SO,%) vy

oxidacion de hidrosulfuro (HS") en un reactor de lecho movil secuencial.

Objetivos particulares

e Estudiar las condiciones bajo las cuales se realiza de manera satisfactoria
el proceso de sulfato reduccién.

e Aclimatar una comunidad mixta de microorganismos compuesta por
bacterias sulfato reductoras y sulfoxidante, en un reactor discontinuo
secuencial.

e Evaluar condiciones de aeracién y alimentacion que permitan la produccion

de azufre elemental en un reactor de lecho movil anaerobio-aerobio.
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CAPITULO 2

MATERIALES Y METODOS
2.1 Materiales

2.1.1 Reactor piloto y empaque

Se utilizé un reactor que tuvo un volumen de 2 L, con un volumen de trabajo de 1.6
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Figura 2.1 Diagrama del reactor discontinuo secuencial de lecho mévil.

El reactor se instrument6 con sensores de ORP, pH (ORION 720A+) y de oxigeno
disuelto (YSI 58). Para el registro del ORP y oxigeno se contd con un programa
desarrollado en LabVIEW 7.1, apoyado con una tarjeta de adquisicién de datos de

National Instruments (figura 2.1).

El reactor operd en ciclos de forma automatica. Un temporizador controlaba cada

uno de los periodos para las etapas: llenado, reaccion con agitacion/aeracion, paro

29



MATERIALES Y METODOS

de agitacién/aeracion y sedimentacion y finalmente vaciado. De esta manera,
estaban conectados al temporizador 4 controladores: agitador, suministro de aire,
bomba de llenado, bomba de vaciado. El sistema contd con una salida para el biogéas
producido, el cual era burbujeado en una solucion alcalina de sosa contenida en un
matraz Erlenmeyer de 500 mL, para atrapar y cuantificar el H,S producido. La

aeracion se realiz6 por medio de un difusor de piedra porosa de pecera.

El empaque utilizado (HSA filter media) tuvo las siguientes caracteristicas:
cilindros de polietileno con un area especifica de 963 m?/m?*, densidad 0.95 g/
cm® y porosidad 80%*. Cada anillo contenia una especie de aletas, tanto dentro

como por fuera para incrementar el area superficial (figura 2.2).

® o
Wﬂﬂﬂ'ﬂ]ﬁlrmﬂm [l

Figura 2.2. Empaque utilizado
*Datos obtenidos de la pagina electrénica: http://www.pisces-aqua.co.uk/acatalog/

2.1.2 Fuente de inbculo

Tanto para los experimentos de sulfato reduccion y los experimentos de
sulfoxidacion se utilizaron lodos provenientes de un reactor UASB de la planta de
tratamientos de agua residual de la UAM-Ilztapalapa, que trata aguas municipales
y las generadas en el campus. Los lodos fueron disgregados y lavados con una

solucion isotoénica al 0.9% de cloruro de sodio antes de inocular los reactores.
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2.1.3 Medio de cultivo.

Para la sulfato reduccién se utiliz6 el medio descrito en la tabla 2.1 y una solucién
concentrada de oligoelementos, tabla 2.2, de la cual se tomaba 1 mL por cada litro

de medio alimentado al reactor (Celis, 2004).

Para la sulfoxidacién los nutrientes necesarios fueron proporcionados por los

productos del metabolismo de las bacterias sulfato reductoras.

Tabla 2.1. Medio mineral usado para el proceso

Compuesto mg/L
NH,4CI 280
KH,PO, 169
MgCl, -6H,0 150
KCI 500
CaCl, 10
Extracto de

levadura 18

Tabla 2.2 Solucién concentrada de oligoelementos

Compuesto mg/L
FeCl,-4H,0 200
MnCl,-4H,0 785
ZnCl, 150
H3BO3 50
(NH4)6M0,0,44H,0 | 50

AICl;3 50

NiCl, -6H,0 50
Na,SeO; 50
CoCl,-6H,0 72
CuCl,-2H,0 50
EDTA 500

HCI (37%) Imi/L

Como fuente de carbono y electrones se utilizé 4cido lactico y sulfato de sodio

anhidro (Na,SO,), como aceptor de electrones.
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2.2 Metodologia

2.2.1 Estrategia experimental

De manera resumida el reactor operd en tres etapas:

- En Ila primera, el reactor contenia biomasa suspendida, para estudiar

condiciones de sulfato reduccion.

- En la segunda, el reactor se oper6 con biomasa suspendida y empaques (lecho
movil). En este caso se estudié la aclimatacion de biomasa sulfato reductora y
sulfoxidante y la formacién de biopelicula en el empagque, se mantuvo una
aeracion continua, a un nivel tal que no se detectara oxigeno disuelto, de esta
manera hubo condiciones para el desarrollo de bacterias sulfato reductoras y

sulfoxidante.

- En la tercera, el reactor se operd Unicamente con empague colonizado por los
dos grupos de bacterias, operando ciclicamente entre fases anaerobias y

aerobias

2.2.2 Proceso sulfato reductor (primera etapa)

Para conocer las condiciones bajo las cuales se lleva a cabo el proceso sulfato
reductor se varié la relacion DQO/S0.?, ya que dependiendo de ésta, el proceso
puede ser conducido hacia la produccién de sulfuro o hacia la generacion de metano
(Celis, 2004; El Bayoumy et al, 1999). Para un proceso de biomasa suspendida, se
estudiaron las relaciones iniciales de: 0.66, 1, 2 y 2.5. Para cada relacion el reactor
se reinoculaba con lodo nuevo, dando las concentraciones iniciales de SSV

mostradas en la tabla 2.3:
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Tabla 2.3. Concentraciones Iniciales de Soélidos Suspendidos Volatiles SSV empleadas en la
medicion el efecto de la relacion DQO/S0,* en el proceso sulfato reductor.

DQO/S0,* SSV/L
0.66 6000

1 1920

2 1996

2.5 2115

La temperatura de operacion fue 30°C., el pH se ajusté inicialmente a 8.0 en cada

una de las pruebas y no se control6 a lo largo de los experimentos.

La duracion de cada lote para las diferentes relaciones fue determinada por los
resultados observados en cuanto a la reduccion de sulfato. De esta manera, la
duracion de los ciclos fue variable en funcion de la aclimatacién y de las diferentes

relaciones DQO/SO42' estudiadas.

En ciclos normales de operacién del reactor en cada recarga se tenia un volumen de
intercambio del 80%, previo a la realizaron de las cinéticas, para evitar la posible
inhibicion del sulfuro que quedaba disuelto en el 20% del volumen al final de un
ciclo, se lavaba la biomasa con medio mineral, se dejaba sedimentar, se retiraba el
sobrenadante y se regresaba al reactor para mezclarse con el medio nutritivo con

la condicidn a evaluar.

2.2.3 Proceso sulfato reductor-sulfoxidante y colonizacion
del empaque (segunda etapa)

Una vez encontradas las condiciones bajo las cuales se llevaba a cabo, de manera
favorable el proceso sulfato reductor, se reinoculé el reactor con lodo nuevo,
previamente lavado y disgregado, dando una concentracién aproximada de 2500 mg
SSV/L, en esta etapa se queria favorecer el crecimiento de bacterias sulfato

reductoras y bacterias sulfoxidante, simultdneamente. El reactor fue operado en
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lote por un mes con una relacion inicial DQO/S0O,4* igual a 2 y aereado de forma
continua, con un flujo de aire de 25 mL/(min-L) (vwwm = 0.014). En esta etapa se
introdujeron 800 mL de empaqgue para que comenzara la formacion de la biopelicula
en la superficie del mismo (colonizacion). La forma en la que el reactor opero fue:
5 min. de llenado, 11 horas de reaccién, tiempo durante el cual se llevaba a cabo la
sulfato reduccion y sulfoxidacion de manera simultanea la aeracién fue tal que no

se detecto oxigeno disuelto, 45 min. de sedimentacién y 10 min. de vaciado.

Se habia observado que en aproximadamente 6 horas se podian tener eficiencias
de reduccion de sulfato cercanas al 80%, sin embargo, habia que dar un mayor
tiempo para que las bacterias sulfoxidantes permanecieran en contacto con sus
sustratos (sulfuro y CO, en forma de bicarbonatos), asi los ciclos se extendian
hasta 11 horas de reaccion. Esta forma de operacion del reactor se mantuvo
constante a lo largo del desarrollo de la biomasa sulfato reductara y sulfoxidante,
en la biomasa suspendida y la colonizada en el empaque. El reactor oper6 asi
durante un periodo aproximado de 60 dias, después de lo cual se retiro la biomasa

suspendida, dejando que el reactor operara Unicamente con empaque.

La temperatura a la que se llevaron a cabo los experimentos fue 30°C, el pH de

inicio fue 8.0 y no se controlé a lo largo de los experimentos.

Semanalmente durante el primer mes se siguié la evolucién del proceso en cuanto a
las eficiencias de reduccién de sulfato y produccion de sulfuro. Después de este
tiempo, la evolucién del proceso también se midi6 a través de respirometrias, de
esta manera se evalué la actividad de las bacterias sulfoxidante presentes en la
biomasa suspendida y las que habian colonizado el empaque a dos concentraciones
de sulfuro: 0.5 mM (concentracion no inhibitoria) y 4 mM (concentracion
inhibitoria), Van Gemerden (1984), encontré que de 2-4 mM de sulfuro, las

bacterias sulfoxidantes presentan inhibicion.
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Durante el segundo mes, una vez que el sistema presentdé ambas capacidades,
sulfato reductora y sulfoxidante, se procedié a la determinacion de azufre
elemental producido por el sistema (biomasa suspendida + biomasa en el empaque),
en cinéticas realizadas semanalmente, en las que se probaron los flujos de aire de

3.5, 10, 25, 50 y 150 mL/(min-L).

Al igual que en la primera etapa, antes de realizar las cinéticas se lavaba la biomasa

suspendida y el empaque para eliminar el sulfuro residual del ciclo precedente.

Una vez que se determind la produccion de azufre elemental por el sistema,
pasados 60 dias de operacion, se determind la actividad sulfato reductora y
sulfoxidante de la biomasa colonizada en los empaques y retird la biomasa

suspendida para que el reactor operara Unicamente con empaque.

2.2.4 Proceso sulfato reductor-sulfoxidante solo con biomasa
fija (tercera etapa)

Se retir6 toda la biomasa suspendida, dejando en el reactor Unicamente el
empaque, en el cual ya se habia formado la biopelicula. ElI contenido de biomasa
total adherida a los 800mL de empaque, medido como proteina total, fue 15 mg

prot.

La forma en que operaria el reactor en esta etapa fue decidida tomando en
consideraciéon la posible toxicidad del sulfuro por lo que se decidi6 utilizar una
cantidad de sulfato tal que produjera como maximo 2 mM (64 mg/L) de i6n sulfuro
y como la reaccién es uno a uno molar se decidi6é utilizar 2 mM (192 mg/L) de
sulfato para la alimentacion con una relacion DQO/S0,*= 2. El medio con el que se

alimentaba al reactor en esta etapa fue ajustado a pH 8.
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Para esta etapa, el reactor oper6 en ciclos anaerobios y ciclos aerobios.
Diariamente se realizaban 4 ciclos con duracion de 6 horas cada uno, 3.5 horas
para la fase anaerobia, 2.3 horas para la fase aerobia con un flujo de aire de 100

mL/(min-L), y 7 minutos para la fase de vaciado y 3 minutos para la fase de llenado.

2.2.5 Respirometria y actividad sulfoxidante

Estas pruebas se realizaron con un respirometro de 50 mL, el cual estaba equipado
con un oximetro YSI Modelo 5300 Biological Oxygen Monitor, un sensor de
oxigeno YSI Modelo 5331, un registrador Cole Palmer; el sensor esta soportado
por un tapon de hule y tienen contacto directo con el medio liquido. En la prueba se
agrega el medio mineral, previamente saturado con oxigeno, dentro del
respirometro y se sella con el tapon que contiene el sensor, teniendo especial
cuidado en gque no existan burbujas de aire dentro del reactor, posteriormente la
biomasa y/0 el sustrato, en este caso sulfuro, se inyectan por medio de unas agujas
que atraviesan el tapon de hule. Se genera un grafico que va registrando la
variacion de la concentracién de oxigeno en el tiempo y de esta forma puede

calcularse la velocidad volumétrica de consumo de oxigeno.

El consumo de oxigeno puede deberse a dos factores: la actividad de los
microorganismos sulfoxidante (respiracion enddgena y el necesario para la

oxidacién de los sustratos) y a la oxidacién quimica del sulfuro,

Para medir el consumo debido a la oxidacion quimica, las pruebas se realizaron en
ausencia de microorganismos y con la 0.5 y 4 mM de sulfuro, mismas que se

utilizaron para medir el consumo biolégico.

Para determinar el consumo debido a la respiracién endogena, en el caso de la
biomasa suspendida, se utilizaron 5 mL del lodo del reactor después de haber sido
lavadas y resuspendidas en solucion mineral. Para el caso del empaque, 15 anillos
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eran extraidos del reactor y lavados suavemente con medio mineral y colocados

dentro del respirometro.

Para determinar el consumo total de oxigeno se emplearon otros 5 mL de lodo y
otros 15 anillos recientemente extraidos del reactor, lavados y resuspendidos en
medio mineral y se colocaban dentro del respirometro, al mismo tiempo que se
inyecto6 un volumen de una solucion concentrada 50 mM (1600 mg/L) de sulfuro que

proporcionaba las concentraciones de 0.5y 4 mM.

Por lo que sustrayendo el consumo quimico y el enddgeno del consumo total, podia
conocerse el utilizado para la oxidacién de sulfuro y de esta manera conocer la

actividad sulfoxidante. Todas las respirometrias se realizaron a un pH de 8 y 30°C.

2.2.6 Métodos analiticos

Para la determinacién de sulfato se utiliz6 un cromatégrafo de liquidos de alta
presion equipado con un detector de arreglo de diodos (HP series 1100) y una
columna 200mm x 3mm lonoSpher-A de intercambio iénico empacada con silica. La
fase movil fue biftalato de potasio 0.04 M, pH 4 a un flujo de 0.8 mL/min. La
deteccibn se lleva a cabo a 308 nm. La temperatura de la columna y del detector

fue de 40°C.

La determinacion de sulfuro se realizé con un equipo Hach DR/2010. Para esta
prueba se utiliza un kit de acido sulfurico y dicromato de potasio, con la formacion
de una solucién de color azul, que se lee a una longitud de onda de 665 nm. Este
método es equivalente al método 376.2 de USEPA o0 al 4500-S2- de la APHA

(1995) para aguas residuales.

La cuantificacion de azufre elemental se realizé por el método colorimétrico, que
consiste en la reaccion de cianuro de sodio con azufre elemental para formar
tiocianato de sodio. En una solucion de acetona, el azufre elemental reacciona
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rapida y cuantitativamente con cianuro formando tiocianato. El tiocianato se
determind por la adicion de acetona con cloruro férrico a 590 nm. (Barlett y Scoog
1954). El procedimiento es como sigue: se tomaron 10 mL liquido del reactor, la
muestra fue evaporada a 65°C. una vez secas, el polvo resultante fue molido y
resuspendido en 25 mL éter por 24 horas, de esta forma el azufre se disolvié en el
éter, 5 mL de esta solucién eran mezclados en un matraz aforado de 25 mL con 15
mL de una solucion de cianuro de sodio, dejando la reaccionar por 2 minutos para
gue se formara tiocianato y el matraz se afororaba con 5 mL de acetona. De la
solucién resultante 5 mL eran mezclados con 5 mL de una solucion de cloruro
férrico en un tubo Hach, formandose un complejo colorido que pud6 determinarse
por absorbancia, comparandola con una con una curva de calibracion preparada con
estandares de azufre elemental. El blanco se prepar6 con 5 mL de acetonay 5 mL

de cloruro férrico.

Los solidos suspendidos volatiles, sélidos suspendidos totales y solidos suspendidos
fijos en el lodo se determinaron por el método gravimétrico descrito en los
Métodos estandar (APHA, 1995). Los sélidos suspendidos totales se determinan
después de filtrar a través de un filtro de fibra de vidrio a peso constante una
alicuota y dejandolo secar en la estufa a 105°C por una hora. Los solidos
suspendidos fijos se determinan después de 15 min. a 550°C. El contenido de SSV

de la muestra se calcula por la diferencia de los solidos totales y los solidos fijos.

La determinacion de proteina, se realizé por el método colorimétrico, descrito por
Lowry (1951), el cual se basa en la reaccién de la proteina con tartato de cobre en
medio alcalino y la subsiguiente reduccion del reactivo de Folin por el complejo
tartato de cobre-proteina, produciéndose el caracteristico color azul, que posee un
méximo de absorbancia a 750 nm. Para la curva patron se utilizé albumina sérica
bovina a diferentes concentraciones entre O y 60 mg/L. Para el desprendimiento

de la biomasa adherida al empaque este se sometia a 30 minutos de sonicacion.
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Las muestras para la determinacion de acetato, se centrifugaron por 5 minutos a
3500 rpm, se filtraron con un filtro de nitrocelulosa con un tamafo de poro de 0.2
pum, se tomo una alicuota de 950 pL y se acidificé con 50 uL de HCI diluido 1:1 con
agua desionizada. El acetato se determind por cromatografia de gases usando un
cromatégrafo Agilent modelo GC6890N equipado con una columna Zebron ZB-FFPA
15m x 0.53mm x1 um y detector de ionizacion de flama (FID). El flujo de nitrégeno
como gas acarreador fue de 3.4 mL/min. Las temperaturas del inyector y detector
fueron 230 y 250°C respectivamente, la del horno fue de 65°C por 20 min.,
incrementandose una velocidad de 50°C/min. hasta 135°C, misma que se mantuvo

por 4.5 min.

El carbono inorganico (Cl) fue determinado con un analizador de carbono organico
total modelo TOC-5050 Shimadzu, las muestras se filtraron con un filtro de

nitrocelulosa con un tamafio de poro de 0.2 um.

Para la determinacion de lactato se utilizo un cromatografo de liquidos de alta
presion equipado con un detector de arreglo de diodos (HP series 1100) y una
columna Phenomenex Luna 5u C8(2). La fase movil fue fosfato dibasico de amonio
0.1 M a pH 7 a un flujo de 0.5 mL/min. La deteccion se realizaba a 210 nm. La

temperatura de la columna y del detector fue de 40°C.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSIONES

3.1 Proceso sulfato reductor

3.1.1 Efecto de la relacion DQO/S0,*

Puesto que el proceso sulfato reductor seria el que proporcionaria los sustratos
necesarios para llevar a cabo la sulfoxidacion, se propuso encontrar condiciones
gue favorecieran este proceso para biomasa suspendida, se probaron 4 relaciones
DQO/SO42': 0.66, 1.0, 2.0, y 2.5, dos de estas relaciones fueron cercanas a la

estequiométrica obtenidas de las ecuaciones 1y 2 de la tabla 1.3:

2LA + SO,#—2HA + 2HCO3 + HS + H' DQO/S0,*=2

2LA + 3S0,>— 6CO5 + 3HS + H* DQO/S0,4=0.66

Las relaciones DQO/S0O,* de 1y 2.5 contienen un exceso de DQO con relacién a

la ecuacion 2y 1, respectivamente.

Se realizaron 3 ciclos con concentraciones de sulfato cercanas a 50 mM
(4800 mg/L) y con la cantidad estequiométrica de lactato, 35.2 mM (3168 mg/L),
que deberia permitir que el sulfato se redujera a sulfuro, considerando gque todo el

sulfato fuera transformado a sulfuro y todo el lactato se oxidaria hasta CO..

En cada uno de los ciclos se ajust¢ inicialmente el pH=8, dado que este parametro
no se controld, éste subié en cada uno de los ciclos a valores cercanos a 8.5 lo cual

puede relacionarse con la produccién de HCO3', reflejado como alcalinidad.

Considerando los primeros 3 dias de los ciclos en donde se pueden calcular

velocidades volumétricas entre 3 y 5 mM sulfato/d (288 y 480 mg sulfato/(L-d))y
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la concentracion de solidos suspendidos volatiles se logré una velocidad especifica

maxima de 0.0008 mM sulfato/(gSSV-d), (0.076 mg sulfato/gSSV-d)

Sulfato (mM)
w
o

70
60 W
50 A

L
0 1 2

3 4

Tiempo (d)
—e—ciclol —®—ciclo2 —a—ciclo3

5 6 7 8 9 10 11

Figura 3.1. Ciclos de aclimatacion del lodos sulfato reductores con una relacién inicial

DQO/S0,*=0.66

Se creifa que podia lograrse una aclimatacion bajo relacion DQO/S0,%, la figura 3.1

muestra los ciclos ensayados y puede observarse que el fendmeno de aclimatacion

esperado no se alcanzé bajo esta condicion. La medicion de la DQO dejé ver que al

final de los ciclos ésta era muy baja dando relaciones DQ0O/S0,%=0.17, con estas

concentraciones bajas de DQO, el proceso sulfato reductor no puede continuar ya

gue se encuentra limitado por la fuente de electrones y carbono.

Tabla 3.1 Eficiencias y velocidades de eliminacién de sulfato con relacion DQO/SO42‘=1

Ciclo | SSV sulfato sulfato |Vel. Max de eliminacién de %
(mg/L) | inicial (mM) | final (mM) sulfato mM/(gSSV-h) eliminacion
1 1920 9.0 85 0.0 4.9
2 1980 7.0 3.1 0.1 56.3
3 2166 104 55 0.1 47.1

La figura 3.2 muestra el comportamiento para una relacion inicial DQO/S0O4*=1.

Las eficiencias y velocidades se muestran en la tabla 3.1.
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Figura 3.2. Ciclos de aclimatacién del lodos sulfato reductores con una relacion

DQO/S0,*=1

Bajo estas condiciones el proceso ocurre con mejores resultados, puesto que las
cantidades, asi como las velocidades de reduccion de sulfato aumentan de manera

considerable, ademas puede observarse un aumento ligero de la biomasa.

Tabla 3.2 Eficiencias y velocidades de eliminacién de sulfato con relacién DQO/S0,* =2

Figura 3.3. Ciclos de aclimatacion del

DQO/S0,*=2
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4 | 1996 20.83 7.03 0.18 66.24
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Mejores tasas y eficiencias de remocién ocurrieron con una relacién

DQO/S0,* = 2 como se muestra en la figura 3.3 y la tabla 3.2.

Existe un aumento considerable en la velocidad de reduccion de sulfato (pasa de
0.0008 mM S0,*/(gSSV-d) a 051 mM SO,*/(gSSV-h)) con respecto a las
relaciones antes probadas, también se logré una reduccion maxima de sulfato del

92 % en aproximadamente 20 horas de reaccion.

Para una relacion DQO/S0,*=2.5 se tiene el comportamiento mostrado en la
figura 3.4, bajo esta condicion la velocidad especifica de reduccion de sulfato de

fue 1.3 mM de sulfato/( gSSV-h) y un 82% de eliminacién de sulfato en 8 h.

sulfato (mM)

Tiempo (h)
—e— ciclo7 —&—cciclo8

Figura 3.4 Ciclos de aclimatacion del lodos sulfato reductores con una relacion
DQO/S0,#=2.5

Dado que no se cambidé el in6culo al evaluar las relaciones DQO/S0,* desde 1
hasta 2.5, lo observado, podria atribuirse a un fenémeno de aclimatacion
determinado por el tiempo de exposicion, sin embargo, para otros ensayos
(resultados no mostrados) cuando se operé el reactor por dos semanas bajo una
misma relacion, por ejemplo 1 6 2, se llegaba a una eficiencia y velocidad maxima
cercanas a mostradas para el ciclo 3 y 6 de las tablas 3.1 y 3.2. es decir, para el
proceso sulfato reductor es mas importante la relacion DQO/S0,*, que el tiempo
de exposicion a una determinada relacién DQO/S0,*, comparando las figuras 3.2-
3.3, se observa como con relaciones DQO/SO42' cercanas a 2 la actividad de las

bacterias sulfato reductoras es considerablemente mas alta, que con la relacion
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DQO/SO42'=1 tablas 3.1 y 3.2, asi, mientras que con la relaciones de DQO/SO42'
=0.66 la aclimatacién es nula (figura 3.1) o lenta (dias) en el caso de la relacién
DQO/S0,%=1, cuando se utilizan relaciones DQO/S0,*=2 6 2.5 la aclimatacion es
rapida y la sulfato reduccion alcanza eficiencias del 92% de reduccion de sulfato

en 20 horas, (ciclo 6, figura 3.3) y del 82% en 8 horas (figura 3.4)

Al graficar las relaciones DQO/S0,* usadas contra las méaximas velocidades
especificas de reduccion de sulfato (figura 3.5) se observa que aumentando las

relaciones DQO/S0, se logran mayores velocidades de reduccién de sulfato.

1.4
1.2
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?
v 038
2
S
:@ 0.6 -
=
v 04 -
g
g 02 4
0 S
0.66 1 2 25
DQO/SO,*

Figura 3.5 Velocidades especificas de reduccion de sulfato a diferentes
relaciones DQO/S0O,* .

Las mayores velocidades se encontraron con una DQO/S0O,*= 2 y 2.5 con éstas se
logra una reduccién entre el 80 y 90 % del sulfato a diferencia de cuando ésta se
acerca a 0.66 y 1, con las cuales se obtienen menores velocidades y rendimientos,
esto es un indicativo de que las bacterias prefieren llevar a cabo reaccion 1 de la
tabla 1.3, la cual es llevada a cabo por bacterias como Desulfovibrio y
Desulfotomaculum.

2LA CTATO+ SO, —2ACETATO  + 2HCO3 + HS™ + H'
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3.2 Sulfato reduccién-sulfoxidacion

El proceso consta de dos etapas: en la primera el sulfato es reducido a sulfuro,
reaccion llevada a cabo por bacterias sulfato reductoras que utilizan el lactato
como fuente de electrones, oxidandose éste a acetato y CO,, los electrones
liberados de esta reaccion son aprovechados para reducir el sulfato hasta sulfuro
(figura 1.3) y en la segunda el sulfuro deberia ser oxidado parcialmente hasta

azufre elemental (figura 1.4).

3.2.1 Desarrollo de la comunidad mixta de microorganismos y
colonizacion del empaque

Si bien con una relacion DQO/SO42' de 2.5 se obtuvieron las mas altas velocidades
y eficiencias de reduccion de sulfato, se tomé la decisién de utilizar la relacion
DQO/S0,* de 2, pues con ella también se podia obtener una rapida aclimatacion
de lodos sulfato reductores que lograran eficiencias de reduccién de sulfato
cercanas al 80%, sin un aporte considerable de la fuente de electrones, en este

caso lactato.

25 25 4
B
20 20 -
<15 S 15 -
g E
o
:%10 510 1
E E
5 - 5 -
0 T r . 0
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h) Tiempo (h)
—O0—21 —e—(0 —®™—7 ——14 —HE—28 ——0 —®—7 ——14 —0—-21 —H—28

Figura 3.6 Evolucion del reactor para la reduccion de sulfato (A) y produccién de sulfuro
(B) para el reactor de lecho mévil. Cinéticas realizadas a 0O, 7, 14, 21 y 28 dias de operacion
del reactor.
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Después de 28 dias de operacién del reactor se observo que ya se alcanzaban altas
velocidades y porcentajes de reduccion de sulfato, asi como de produccién de
sulfuro. El seguimiento de la evolucion del reactor puede observarse en la figura

3.6 y en la tabla 3.3.

Un fendmeno observado que es importante resaltar es la inexistente inhibicion de
la actividad de las bacterias sulfato reductoras a altas concentraciones de sulfuro,
pues puede observarse que incluso a concentraciones tan altas como 15 mM de
sulfuro (480 mg/L) no existe una disminucién aparente de la actividad, Kaksonen et
al. (2004) encontraron que para un cultivo de bacterias sulfato reductoras
alimentadas con etanol y acetato la concentracion de inhibicién de sulfuro disuelto

fue de 84y 124 mg/L, respectivamente.

Tabla 3.3 Velocidades especificas de eliminacién de sulfato y porcentaje de reduccién de
sulfato para una aclimatacion del reactor de lecho mévil a una relacién DQO/S0,*=2

mM S0O,% | %reduccién
Dia mg SSV/L gSSV-h sulfato
0 2500 0.386 25
7 2316 0.914 66
14 2291 1.14 75
21 2084 1.516 87
28 2147 1.546 97

Para medir la actividad sulfoxidante del sistema, se realizaron respirometrias a

la biomasa suspendida y al empague colonizado.

El consumo de oxigeno puede deberse a dos factores: la actividad de los
microorganismos sulfoxidante (respiracion enddgena y el necesario para la
oxidacién de los sustratos) y a la oxidacién quimica del sulfuro, por ello debia
medirse el consumo biolégico y quimico, los cuales se determinaron con 0.5y 4
mM de sulfuro, 30°C y pH 8.

Primero se determiné la velocidad de consumo de oxigeno debido a la oxidacion

quimica a 0.5 y 4 mM, las cuales resultaron ser de 0.07 y 1 mgO_/(L-min),
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respectivamente. El consumo enddgeno de oxigeno se determiné en presencia de
bacterias (suspendidas o inmovilizadas en el empaque) en ausencia de sustrato, en
este caso sulfuro. Asi, cuando se realizaron las respirometrias en presencia de
sulfuro y bacterias ya sea suspendidas o inmovilizadas en el empaque, se obtiene
una velocidad de consumo de oxigeno total, compuesto de la oxidacion quimica, el
consumo endogeno y el que utilizan las bacterias para la oxidacion del sulfuro. Por
lo que, sustrayendo al consumo total, los consumos quimico y endogeno se obtiene la
velocidad de utilizacion de oxigeno de las bacterias para la oxidacion de los

sustratos, actividad sulfoxidante.

En las tablas 3.4 y 3.5 se resumen los resultados de las pruebas de respiracion
endogena y la actividad sulfoxidante, de la proteina de la biomasa suspendida y de

la inmovilizada en el empaque, resultados que seran discutidos mas adelante.

Tabla 3.4 Respiracion endogena de la biomasa suspendida (BS) y de la biomasa inmovilizada
(BF) en el empaque, evaluada a diferentes tiempos de operacién del reactor.

Respiracion endogena (umolO, /(min-mg proteina))
Tiempo (d) Proteina de BS Proteina de BF
28 0.525 NC
60 17.16 2.1
75 ND 0.34

ND. No Determinada, NC. No cuantificable

Tabla 3.5 Actividad sulfoxidante de la biomasa suspendida (BS) y del empaque (BF)
evaluada a diferentes tiempos de operacion del reactor a dos concentraciones de sulfuro.

Actividad sulfoxidante (umolO, /(min-mg proteina))
0.5 mM 4 mM
Tiempo (d) BS BF BS BF
28 1.29 NC NC NC
60 4.68 0.22 12.98 0.79
75 ND 3.25 ND 0.18

ND. No determinada., NC. No cuantificable
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Los resultados obtenidos concuerdan con los reportados por Visser (1997), quien

reporta para Thiobacillus sp W5 un valor de 1.85-1.95 pmolO, /(min-mg proteina).

En la figura 3.7 se muestra la evolucion de formacion de la biopelicula en el
empaque medido como proteina total colonizada en el empaque. Es posible notar
que existe un incremento exponencial en la cantidad de proteina adheridas al
empaque, se observa una etapa durante los primeros 30 dias en donde la
colonizacién es lenta, fase de latencia, posteriormente el crecimiento parece ser

exponencial con una tasa de colonizacién aproximada de 0.59 mg proteina/d.

35 1
30 1
25 1
20 1
15 A
10 A

mg proteinatotal en el empaque

0O 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (d)

Figura 3.7. Proteina total, en el empaque, como medida de su colonizacién.

Es importante mencionar que durante los primeros 60 dias, el reactor operé con
biomasa suspendida y con empague en proceso de colonizacién, por lo que el reactor
estuvl expuesto a concentraciones altas de sulfato y sulfuro, de 0 a 20 mM y de O
a 15 mM, respectivamente (figuras 3.6 a 3.10). Después de esos 60 dias el reactor
operd sélo con empaqgue y con concentraciones de 2 mM de sulfato (figuras 3.16 a

3.18).

En la tabla 3.5 puede observarse que en los primeros 28 dias de operacién las
respirometrias indicaban que la biomasa inmovilizada en el empaque no presentaba
actividad sulfoxidante puesto que no se encontrod diferencia significativa entre las

oxidaciones quimicas a 0.5y 4 mM.
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Por otro lado, a los mismos 28 dias (tabla 3.5), ya se habia detectado actividad
sulfoxidante en la biomasa suspendida, por lo que se decidié esperar mas tiempo
para que siguieran creciendo las bacterias sulfoxidante y pudieran colonizar el

empaque.

Si la biomasa suspendida ya presentaba actividad sulfoxidante, podria esperarse
gue también estuviera produciendo azufre. Por lo que el reactor se siguié operando
bajo las mismas condiciones de alimentacion y aeracion, relacion DQO/S0,%=2, con
20 mM de sulfato, 25 mL/(min-L) de aeracién continua, con periodos de reaccion de

11 horas.

Para verificar si en el reactor habia produccion de azufre elemental, se planteé la
realizacion de experimentos en los cuales el reactor fue sometido a diferentes
flujos de aire segun lo indica la tabla 3.6. Esta misma tabla resume la maxima
produccién de azufre observada y lo que esta cantidad representa en porcentaje
con respecto al que se podria esperar si todo el sulfato alimentado se convirtiera
en azufre elemental. Ademas se cuantifico azufre, lactato, acetato y carbono
inorgéanico, se registro el ORP y el oxigeno disuelto, el pH inicial fue ajustado a 8.0
y no se controlo. En las figuras 3.8-3.11 se presentan los resultados de las

cinéticas, realizadas durante el siguiente mes de operacion del reactor.

Tabla 3.6. Produccion de azufre elemental a diferentes flujos de aire, para la relacion
DQO/S0,*=

Flujo de aire Méaxima produccion % max. de produccion de
mL/(mMin-L eactor) de azufre mM azufre*
35 -— NC
10 1.15 51
25 25 12.3
50 2.3 10.8
150 4.5 19.7

*Porcentaje calculado con respecto al sulfato total alimentado, considerando que todo se
convirtiera en azufre elemental. NC. No cuantificable
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Figura 3.8. Comportamiento del proceso con un flujo de aire de 10 mL/(min-L). A) especies

azufradas, B) especies carbonadas.
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Figura 3.9. Comportamiento del proceso con un flujo de aire de 25 mL/(min-L). A) especies

azufradas, B) especies carbonadas.

24
21
18
15
12

mM

o w o ©

Tiempo (h)
—&— sulfato —&— sulfuro—@— azufre —<— total

mM

40

35

30 1
25 1
20 A1
15 1
10 A

Tiempo (h)

—6— acetato —{F— lactato ---=--- CO2

Figura 3.10. Comportamiento del proceso con un flujo de aire de 50 mL/(minL). A)

especies azufradas, B) especies carbonadas.
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Figura 3.11. Comportamiento del proceso con un flujo de aire de 150 mL/(min-L). A)
especies azufradas, B) especies carbonadas.

Lo mas significativo de estos experimentos fue encontrar que el sistema produjo
azufre elemental, y que en general aumentando el flujo de aire, podia

incrementarse la produccion del mismo, figura 3.12.
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Figura 3.12. Porcentaje de produccion de azufre elemental con respecto al sulfato total
alimentado, a los diferentes flujos evaluados.

Se observé que al incrementar el flujo de aire hasta 150 mL/(min-Lyeactor) hubo una
pérdida de azufre total, pues el sulfuro pudo ser arrastrado por el burbujeo de
aire, y/o bien transformado en otras especies con estados de oxidacién
intermedios que no fueron cuantificadas, como sulfito, tiosulfito, tetrationatos o

polisulfuros.
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El maximo rendimiento de azufre elemental producido fue del 20%. Una explicacion
por la que la produccion no alcanza mayores valores puede ser la inhibicion de las
bacterias sulfoxidantes. Stefess, et al/, (1996), reportan que las bacterias
sulfoxidantes pueden sufrir inhibicion a concentraciones entre 0.15 y 1 mM (Van
Gemerden, 1984) reporta que el intervalo de inhibicion se encuentra entre 2-4
mM. En esta investigacién se observd que el maximo de produccién de azufre
elemental se alcanz6 cuando las concentraciones de sulfuro son relativamente
bajas, y posteriormente la concentracién disminuye cuando el sulfuro aumenta

después de la segunda hora.

Otro aspecto importante es el hecho de que las bacterias sulfoxidantes son
principalmente bacterias quimiolitoautotrofas obligadas, y que por ello pueden
sufrir inhibicion durante la produccién de azufre elemental en medios donde existe
materia organica (Matin, 1978), en las figuras 3.7-3.10, puede observarse la
presencia de acetato, asi como de lactato, durante las cinéticas, las cuales podrian

estar generando esa inhibicion.

Dado que las bacterias sulfoxidantes son quimioautétrofas obligadas, es decir su
fuente de carbono es HCO;3;™ disuelto en el medio y su fuente de energia es el
sulfuro, cabia la posibilidad de que estuvieran limitadas por alguno de estos dos
nutrientes, era poco probable que el sulfuro fuera el limitante, pero quedaba la
duda de si el limitante fuera la fuente de carbono. Para ayudar a aclarar este
aspecto también se midi6 el carbono inorganico a lo largo de las cinéticas, el

resultado de estas mediciones se muestra en la figura 3.13

Para la determinacion de carbono inorgéanico el equipo acidifica y burbujea la

muestra, de tal manera que el carbono presente como carbonatos y bicarbonatos

es transformado en CO, y de esta forma es cuantificado.
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Figura 3.13. Seguimiento del carbono inorganico durante las cinéticas realizadas a los
diferentes flujos de aire ensayados.

Celis (2004), para un proceso sulfoxidante, utiliza un medio de cultivo en el que
suministra una concentracion de 1 g/L de NaHCOg, la cual resulta equivalente a
considerar (si estuviera disuelto) una concentracion de 523 g/L de CO,. Las
lecturas de carbono inorganico, que dan una idea del carbono disponible para las
bacterias sulfoxidante se muestran en la figura 3.13, las concentraciones de
carbono inorganico para los diferentes flujos evaluados se encuentran cercanas a
las utilizadas por Celis (2004), en donde logra conversiones de sulfuro a azufre
elemental cercanas al 70%, por lo que no le resulta limitante la fuente de carbono.
De esta forma se podria esperar que para este proceso la etapa sulfoxidante no

estuviera limitada por la fuente de carbono.

Por otra parte, con el apoyo del sistema de monitoreo, se registro el
comportamiento del ORP y el oxigeno durante las cinéticas, los cuales dejaron ver
un cierto patron en la figuras 3.14, se presentan las graficos obtenidos al

monitorear las cinéticas con flujos de 150 mL/(min-L).
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Figura 3.14 Comportamiento del ORP y oxigeno disuelto para la cinética realizada con un
flujo de 150 mL/(min-L).

Los gréaficos obtenidos con los otros flujos esencialmente tienen el mismo
comportamiento, diferenciado por el valor del ORP (con referencia al electrodo de

H,) en el que se mantienen en equilibrio en el transcurso de las cinéticas.

Tabla 3.7. ORP (electrodo de referencia) de equilibrio a los diferentes flujos evaluados

Flujo ORP de equilibrio
ml/(min-L) (mV)
150 -180
50 -200
25 -240
10 -300

Mas que la aparente relacion entre el flujo de aire alimentado y el ORP, lo que es
importante destacar de estas observaciones es que el ORP tiende hacia valores
cada vez mas negativos conforme ocurren las cinéticas y la acumulacion del sulfuro.
Janssen et al. (1998) reportaron una relacion lineal entre el ORP y el logaritmo de
la concentracion de HS™ en el intervalo de concentracion de O- 10 HS™ mg/L.
Ademas encontraron que para valores de ORP entre -137 y -147 mV se favorece la
produccién de azufre elemental. Cabe notar que en los experimentos realizados en
esta tesis, nunca se alcanzaron estos valores, puesto que las concentraciones de
sulfuro fueron significativamente mas grandes. Por otro lado, en este trabajo
coincide una reduccion significativa de sulfato para las primeras horas, con una
acelerada disminucién del ORP y con las mayores concentraciones de azufre

elemental, las cuales descienden cuando el ORP alcanza un aparente equilibrio.
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Segun Kleinjan et al. (2005) los anillos de azufre (Sg) producidos biolégicamente
pueden reaccionar con sulfuro, de acuerdo a las siguientes ecuaciones ya que los
iones de polisulfuro son fuertes nucle6filos y por lo tanto son capaces de abrir los
anillos de Sg:

HS +Sg == HSy = S +H’

S¢” +HS =—=2Ss +H’

2852_ + HS =—— 842_ + 842_

Al parecer el azufre producido bajo las condiciones experimentales de este
trabajo se encuentra en un ambiente desfavorable y poco estable, como también
lo predice el diagrama de zonas de predominio de especies figura 1.4. Estos datos

son importantes a tomar en cuenta en futuros trabajos de optimizacion.

La capacidad del lecho movil (biomasa suspendida + biomasa en la biopelicula) para
producir azufre elemental qued6 demostrada a los 60 dias de operacién. Sin
embargo, habia que corroborar que esta misma actividad se presentara tanto en la
biomasa suspendida como en la biomasa fija en el empaque. Por ello se procedi6 a
determinar la actividad sulfoxidante (tabla 3.5) y sulfato reductora tanto para la

biomasa suspendida como para la fija en el empaque (figura 3.15).
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Figura 3.15 Reduccién de sulfato por la biomasa suspendida y por la biomasa inmovilizada
en el empaque
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Para sulfato reduccién se encontré que las velocidades especificas fueron de 0.13 y
0.18 mmol SO,*/(mg proteina:-h), para la biomasa suspendida y para el empaque,
respectivamente. En las tablas 3.4 y 3.5 se muestra que también la biomasa
adherida presentaba actividad sulfoxidante, a estos 60 dias de operacion se
observo que la actividad sulfoxidante de la biomasa suspendida y de la biomasa en
el empaque habian crecido, para las dos concentraciones de sulfuro probadas (0.5 y
4 mM), incluso para una concentracion de sulfuro que podria ser inhibitoria, 4 mM

de sulfuro.

3.2.2 Reactor so6lo con biomasa fija

Los resultados anteriores permitieron determinar que el reactor con biomasa
inmovilizada operaba adecuadamente, puesto que ya estaba colonizado, (figura 3.7)
y presentaba las dos actividades: sulfato reductora y sulfoxidante (tabla 3.5y
figura 3.15). Por ello se retiré del reactor la biomasa suspendida, operandolo

solamente con la biomasa fija del lecho mavil.

Se decidi6 utilizar una cantidad de sulfato tal que produjera como maximo 2 mM
de sulfuro y como la reaccion es uno a uno molar se decidio utilizar 2 mM de

sulfato para la alimentacion con una relacién DQO/S0,*=2.

Para esta etapa, el reactor operd en ciclos anaerobios y ciclos aerobios.
Diariamente se realizaban 4 ciclos con duracion de 6 horas cada uno, 3.5 horas
para la fase anaerobia, 2.3 horas para la fase aerobia con un flujo de aire de 100

mL/(min-Lreactor), Y 7 minutos para la fase de vaciado y 3 para la fase de llenado

La primera cinética realizada al dia siguiente de haber retirado la biomasa

suspendida es mostrada en la figura 3.16
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Figura 3.16 A) Seguimiento de especies azufradas cuando el reactor fue operado sé6lo con
empague con ciclos anaerobio/aerobio. B) Registro del oxigeno disuelto y el ORP.

Para la etapa anaerobia (primeras 3.5 h) se observo que el empaque tenia actividad
sulfato reductora con una velocidad especifica de
0.051 mmol SO,*/(g proteina:min), y logré reducir practicamente el 100 % del
sulfato en la fase anaerobia, convirtiéndose estequiométricamente en sulfuro. Para
la etapa aerobia, la biomasa inmovilizada también fue capaz de producir azufre
elemental, con una maxima produccién de 0.6 mM, lo que representa una conversion
méxima del 27 % con respecto al sulfato alimentado. Sin embargo, el balance total
de azufre en la fase de aeracion no fue completo, lo cual podria ser debido en
parte al arrastre causado por la aeracion. El sulfuro total cuantificado dentro de la
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trampa correspondi6 a 0.7 mmoles, pero el total alimentado fue 3.2 y en el reactor
al final de la reaccion hubo 1.6, por lo que 0.9 mmoles no fueron detectados. Un
hecho que resulta interesante resaltar es que en la fase de aeracion el liquido
dentro del reactor paulatinamente tom6 una coloracion verde amarilla
caracteristica de las soluciones que contiene polisulfuros, los cuales pueden
aparecer en cuestiéon de minutos cuando una solucion de sulfuro es aerada. El
diagrama de la figura 1.5 a predice la formacién de polisulfuros cuando el pH es
cercano a 8 y el ORP superior a -200 mV. En esta cinética el pH estuvo entre 8.0-
8.5 y registro del ORP mostrado en la figura 3.16 A muestra que el ORP oscil6 en el
rango de -150 a -200 mV durante la etapa aerobia, lo cual constituye un argumento

a favor de la posible formacion de polisulfuros.

En las figuras 3.17 y 3.18 se muestran, los resultados de las cinéticas realizadas
para los dias 8 y 15 después que el reactor operé solo con la biomasa fija. Para el
dia 8 se observé que la capacidad sulfato reductora habia sido afectada, pues
ahora el reactor se habia sometido a ciclos aerobios en donde la concentracion de
oxigeno pudo alterar esta actividad, sin embargo, se seguia teniendo una reduccién
de sulfato cercana al 70%, con una velocidad especifica de
0.04 mmol SO,%*/(g proteina-min), en la etapa aerobia el azufre elemental maximo
cuantificado fue de 1.1 mM que representa una conversion cercana al 52% con

respecto al sulfato alimentado.

Un aspecto importante de mencionar fue que en la etapa aerobia la concentracion
de sulfuro decrecio de manera rapida, manteniéndose asi durante la misma, pero el
sulfato que habia llagado a un minimo (0.5 mM) al final de la etapa anaerobia,
durante la etapa aerobia se regenerd, como producto de la oxidacion del sulfuro,
reaccion catalizada por las bacterias sulfoxidante, este hecho es importante,
puesto que esta reportado que la oxidacion quimica de sulfuro hasta sulfato ocurre
muy lentamente, incluso durante 2 dias en los que ha sido aereada de manera

constante una solucién de sulfuro, no se detecta la produccién de sulfato (Gonzélez
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y Revah, 2007), por lo que el incremento en la etapa aerobia del sulfato solo pudo
ser debido a la actividad de las bacterias sulfoxidante. Esta misma regeneracion
de sulfato no se observd en la cinética realizada el primer dia de operacion del
reactor solo con biomasa inmovilizada, figura 3.16, ain cuando en ésta se
registraron mayores concentraciones de oxigeno durante la etapa aerobia, lo cual

es una muestra de la evolucién de la capacidad oxidante de las bacterias.

El comportamiento del reactor para el dia 15 de operacion no mostré ser
significativamente diferente al registrado anteriormente para la etapa sulfato
reductora, en la etapa aerobia, se observa que la oxidacién de sulfuro es mas
rapida, puesto que después de 30 minutos de haber iniciado la aeracion el sulfuro
ya habia disminuido practicamente a 0, mientras que en la cinética anterior, este
valor se alcanzé luego de una hora, esto podria explicarse nuevamente en términos
de la evolucién de la capacidad oxidante de las bacterias, observandose
nuevamente la oxidacion completa de sulfuro hasta sulfato, aunque la produccion
de azufre aparentemente disminuyd, pues la maxima produccioén ahora fue de 0.5

mM.

La tabla 3.5 muestra como fue aumentando la actividad sulfoxidante medida 0.5
mM de sulfuro, en cada una de las etapas de operacion del reactor, pasa de 0.22
hasta 3.25 pmolO./(min-mg proteina.) del dia 60 al dia 75, lo cual corrobora lo
observado en las cinéticas registradas (figuras 3.16-3.18) en cuanto a la etapa

aerobia de sulfoxidacion.
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Figura 3.17 A) Seguimiento al dia 8 de especies azufradas cuando el reactor fue operado
so6lo con empaque con ciclos anaerobio/aerobio. B) Registro del oxigeno disuelto y el ORP.

Sin embargo la regeneracion de sulfato para nuestro proceso es una reacciéon que
no se desea, aspecto en el que para futuros trabajos habria de implementarse un

control de la aereacion, para limitar la concentracion de oxigeno.

En las tres cinéticas y durante la operacion misma del reactor, el registro del ORP
(valor de referencia) marcd valores cercanos (-200 a -150 mV, para la etapa
aerobia) a los mencionados por Janssen et al. (1998), con relacion al intervalo en el
gue encontraron que se favorecia la produccion de azufre elemental (-137 y -147
mV), mismos valores que predicen estabilidad del azufre elemental en el diagrama

de predominio de especies (figura 1.5).

60



RESULTADOS Y DISCUSIONES

25
A
2 -
15 A
s
E 1|
05 1 Aeraciénl
O T T T
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (h)
—&—sulfato —&—sulfuro —@— azufre —>—Total
B
T T — 100
2 50
1 0
. -50
< —
2. 100 &
S 2 150 &
© Aeracion o
3 A -200
4 -250
5 -300
-6 - Tiempo (h) -350

Figura 3.18 A) Seguimiento al dia 15 de especies azufradas cuando el reactor fue
operado sélo con empaque con ciclos anaerobio/aerobio. B) Registro del oxigeno
disuelto y el ORP.

En relacion a la cantidad de azufre elemental cuantificado en todos los
experimentos de esta tesis y al balance total de azufre, se debe mencionar que en
ninguno de los experimentos fue cuantificado el azufre elemental que los
microorganismos pudieran retener en el interior de sus células, este es otro hecho

gue pudo haber influido en el balance total de azufre.
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES

La relacion DQO/ SO,* tiene un papel importante para al establecimiento de un
proceso sulfato reductor, la relacién estequiométrica no es la mejor para que en un
proceso en lote se lleve a cabo. Lo anterior se debe a la existencia de bacterias
sulfato reductoras que oxidan parcialmente el lactato, produciendo acetato y este
no necesariamente es oxidado hasta CO,, condicion que tendria que ocurrir para
aprovechar todos los electrones que se producen en su oxidacion y de esta manera
ser aprovechados para la reduccion completa de sulfato. Por lo que es necesario un
exceso de la fuente de carbono y de electrones, en este trabajo se observéd que
esto puede lograrse utilizando relaciones DQO/ SO, cercanas a 2, puesto que con
ésta puede alcanzarse eficiencias del 92% en la reduccion de sulfato con

velocidades de 0.51 mM/(g SSV h).

Se encontré que el proceso sulfato reductor no muestra inhibicion por sulfuro aidn

cuando la concentraciones de éste sea 15 mM,

A partir de lodos provenientes de una planta de tratamiento de agua residual fue
posible desarrollar y acoplar un proceso sulfato reductor- sulfoxidante, en el que

se logro producir azufre elemental a partir de sulfatos.

Se observo que el estado redox del sistema es esencialmente dominado por la
concentracion de sulfuro, sin embargo, aunque se tuvieron eficiencias cercanas al
100% en la conversion de sulfato a sulfuro, se encontrd que estas mismas pueden

no ser favorables para la produccion de azufre elemental.

Fue posible acoplar los procesos sulfato reductor y sulfoxidante para la produccion

de azufre elemental en un mismo reactor. Ademas fue posible que las bacterias
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responsables de estos procesos colonizaran el empaque plastico y produjeran
azufre elemental. Esto hace factible la produccion de azufre por métodos

biolégicos en un reactor de lecho mévil discontinuo.

Recomendaciones

Como lo predicen los diagramas de zonas de predominio de especies, el azufre
parece estable sblo a ORP cercanos a -200 mV y pH inferiores a 8, aungue esto es
una desventaja podria convertirse en una herramienta para la aplicacién de una
técnica de control, basada en el monitoreo de ORP. Esta indicaria cuando la
produccién de sulfuro debera ser detenida, para maximizar la produccion de
azufre y evitar que se siga oxidando. Esta condicion puede basarse en la aplicacion
de un reactor alimentado, en el que Unicamente deberia suministrase una cantidad
de sulfato limitada, con la que no se alcanzaran producciones excesivas de sulfuro,

y dando oportunidad para que éste se oxide hasta azufre elemental.

Seria util el probar sustratos alternos a lactato, como acetato o propionato ya que

éstos son mas probables de encontrar en un agua residual real.

Se recomienda medir otras especies azufradas, como sulfito, tiosultato,

tetrationatos y polisulfuros, para permitir un mayor entendimiento del proceso.

Se debe tener especial cuidado en el suministro de oxigeno ya que un exceso del

mismo, puede causar pérdida en la actividad de las bacterias sulfato reductoras

gue esencialmente son anaerobias.
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