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1 Introduccion

El consumo de agua en México es de mas de 8 000 m®/s, de acuerdo a la cifra del afio 2016
(CONAGUA, 2016), del cual el uso doméstico y publico representa aproximadamente el 15% de

todo el pais.

Las aguas residuales municipales son la combinacion de diversas corrientes de agua
utilizadas por la poblacidén, combinada con aguas subterraneas o de lluvia y que son descargadas
a sistemas de drenaje urbanos. En México, se producen aguas residuales municipales en un
volumen de 229.3 m?¥/s y en el afio 2015 se aplico algun tratamiento de agua residual a 120.9
m3/s en 2477 plantas en todo el pais, representando el 57% de las aguas residuales producidas

al ano.

El tratamiento de agua residual se puede llevar cabo por diferentes tipos de tratamiento: fisico,
quimico o biolégico. Dentro de los procesos biologicos, estan los procesos aerobio y anaerobio.
En el proceso anaerobio existen ventajas importantes que lo favorecen, como requerimientos

bajos de energia, menor produccion de lodos activados y produccion de biogas.

En las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales (PTAR) pequefas (que
producen flujos de agua tratada <5 L/s) cuentan con reactores anaerobios, donde existen
reacciones bioquimicas que producen biogas, una mezcla de metano (CH4) y diéxido de carbono
(CO2; Noyola et al. 1988), a los que acompafian otros gases en concentraciones mucho

menores, como el sulfuro de hidrogeno (H2S; Noyola et al. 2006).

El H2S representa un riesgo para la salud de los trabajadores de estas plantas, ademas
provoca dafios a las instalaciones por ser un gas corrosivo en presencia de oxigeno y agua
(formando acido sulfurico), y un inconveniente adicional es su mal olor caracteristico, que
provoca molestias a la poblacién circundante. Por otra parte, el metano es un potente gas de
efecto invernadero con un efecto 34 veces mayor que el CO2 (Myhre et al., 2013) y, en las plantas
tratadoras de agua residual, se trata aproximadamente el 80% del gas metano producido en el
tratamiento, mientras que el resto se disuelve en la fase acuosa o es ventilado al ambiente,

sumando contaminantes a la atmdsfera (Noyola et al., 2016).

Por la produccion de emisiones gaseosos con contaminantes se ha decidido el uso de la

biofiltracion en la que se puede aprovechar la capacidad de degradacion de microorganismos y
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convertir esos contaminantes a compuestos menos perjudiciales al ambiente siendo el ejemplo
del metano y el sulfuro de hidrogeno convertidos a didxido de carbono y iones sulfato,
respectivamente (Nikiema, Brzezinski y Heitz, 2007); ademas este proceso representa un
método de eliminacion de gases de menor costo comparado con otros procesos fisicos, quimicos
o biolégicos porque es un método que puede utilizarse en temperatura y presion ambientales

(Noyola, Morgan-Sagastume y Lopez-Hernandez, 2006).

Es de relevancia la identificacién de las condiciones ambientales en las que exista un
balance dinamico entre las diferentes comunidades de microorganismos metanétrofos vy
sulfooxidantes, con el objetivo de mejorar la eficiencia de la eliminacién (oxidacion) del CHs y
H2S en los biofiltros. También, es necesario el estudio del efecto inhibitorio del H2S en la
oxidacion del CHs para lograr un mejoramiento de los métodos de biofiltracién de emisiones
gaseosas de las plantas tratadoras de agua residual municipal. Otro punto importante de estudio,
es la bioquimica involucrada en los microorganismos que forman parte del sistema, para dejar

de ver estos procesos biotecnolégicos como cajas negras.

El objetivo de esta investigacion es realizar una amplia revision bibliografica que involucre a
los microorganismos metanétrofos y sulfooxidantes y su interaccion en biofiltros; también,
conocer las técnicas recientes de Biologia Molecular dedicadas al estudio de las dinamicas
poblacionales en los biofiltros. Para esto, es importante abarcar el estudio de los mecanismos de
las vias metabdlicas, asi como la repercusion que pueden tener factores externos al proceso

metabdlico de los microorganismos metandétrofos y sulfooxidantes.
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Analizar la literatura reciente sobre la biodiversidad y la actividad microbiana de los
microorganismos metanotrofos y sulfooxidantes presentes en biofiltros de gases y otros
sistemas donde coexistan.

Identificar las mejores condiciones de trabajo propuestas en la literatura para operar

biofiltros alimentados con CH4 y H2S.

Revisar y analizar las técnicas de Biologia Molecular mas utilizadas en el estudio de las

dinamicas poblacionales de los microorganismos en biofiltros de emisiones gaseosas.

14



2 Informacion general sobre el tema

El consumo de agua en México es de 8 452.5 m3/s, de acuerdo a la cifra del afio 2016

(CONAGUA, 2016), del cual el uso doméstico y publico representa el 14.6% de todo el pais.

Las aguas residuales son descargas provenientes de uso publico urbano, doméstico,
industrial, entre otros. Las descargas de aguas residuales se clasifican en municipales y no
municipales. Las municipales son generadas en los nucleos de poblacidn, lo que incluye
descargas industriales y de servicios, y son recolectadas en los sistemas de alcantarillado
urbanos vy rurales. Mientras que las aguas residuales no municipales son generadas por otros
usos, como puede ser la industria autoabastecida y se descargan directamente a cuerpos de

aguas nacionales sin ser colectadas por sistemas de alcantarillado municipal (CONAGUA, 2016).

Se producen aguas residuales municipales en un volumen de 229.3 m?%/s y en el aiio 2015
se aplicé algun tipo de tratamiento a 120.9 m3/s de agua agua residual en 2 477 plantas en todo
el pais, representando el 57% de las aguas residuales municipales producidas al afo. En la
Figura 1 se observa el aumento del caudal de aguas residuales municipales tratadas desde 1998
al 2015. Se observa que el tratamiento de agua residual desde 1998 hasta 2015 ha aumentado

cerca de 3 veces respecto a la cifra de ese afo.

40.85 42.40

1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015

Figura 1. Caudal de aguas residuales municipales tratadas (m®/s). Datos tomados de SEMARNAT, (2013); CONAGUA (2016).
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En la produccion de aguas residuales no municipales (incluyendo a la industria) se
produce 214.6 m®/s que son tratadas en 2 832 plantas con un caudal de 70.5 m%/s tratados;
comparando con el dato 1998 (21.95 m3/s) ha aumentado el tratamiento 3.2 veces comparando
con el dato del 2015.

En una planta de tratamiento de agua residual (PTAR) se realizan una serie de procesos
fisicos, quimicos y biolégicos con la finalidad de eliminar los contaminantes organicos e
inorganicos (particulas en suspension o disueltas) hasta alcanzar una calidad de agua necesaria

para su reutilizacion o la requerida por la normativa de descarga.

El tamafio de las PTAR se define por el flujo de agua a tratar - flujo de disefio - y por el
flujo masico organico, que es medido como kg de demanda bioquimica (o0 quimica) de oxigeno
en el influente por unidad de tiempo. Existen plantas municipales que tratan desde 0.1 L/s hasta
flujos mayores a 2 500 L/s y en la Figura 2A se puede observar una muestra representativa de
las plantas municipales en Latinoamérica de acuerdo con el volumen de agua tratada. Se observa
que es mayor el numero de PTAR que utilizan flujos menores a 25 L/s. En la Figura 2B se puede
ver que es mayor el numero de PTAR que tratan flujos por debajo de 5 L/s con 919 PTAR de una

muestra de 2722 instalaciones (Noyola et al., 2012).

A) B)

Figura 2. Distribucion de tamaio de las PTAR en funcién del caudal del agua residual a tratar en Latinoamérica. Tomado de Noyola et
al. (2012).
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En la Figura 3, se puede observar el esquema general de integracion de un proceso de
tratamiento de agua residual, el cual se divide en 3 etapas: tratamiento preliminar y primario,

tratamiento secundario y tratamiento terciario o avanzado.

Figura 3. Integracion del proceso de tratamiento de agua residual con algunos ejemplos de métodos. Tomado de Noyola, Morgan y
Giiereca (2013).

En el tratamiento secundario se realiza la separacion de materia organica biodegradable,
principalmente mediante dos tipos de procesos: aerobio y anaerobio, existiendo ventajas
importantes que favorecen el proceso anaerobio, como los requerimientos bajos de energia
(porque no requiere aeracién), menor produccién de lodos activados (al no ser alimentados los
microorganismos por oxigeno), simplicidad y bajos costos de construccién. Sin embargo, este
proceso no alcanza la calidad de agua de descarga que los aerobios, por lo que con frecuencia

se instala un proceso anaerobio y después un proceso aerobio.

El proceso anaerobio mas utilizado en América Latina es el reactor UASB (upflow
anaerobic sludge blanket; Figura 4; Noyola et al. 2012). De acuerdo con la descripcion de Chong
(2012) este sistema esta compuesto por dos partes: una columna y un separador de fases gas-

liquido-salido.
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Figura 4. Esquema de un reactor UASB. Influente: agua residual entrante; Efluente agua residual tratada saliente. Tomado de Chong
et al. (2012)

Primero, el reactor es alimentado con agua residual (influente) en la parte inferior del
reactor donde esta la biomasa activa (cama o lecho de lodos), en donde se llevan a cabo las
reacciones biolégicas sobre los contaminantes del agua residual. Conforme el flujo de agua
residual pasa por el reactor UASB, los compuestos organicos solubles se convierten en biogas,
compuesto principalmente por CHs4 y CO2. Segundo, el biogas producido y el lodo generado
atrapado por las burbujas de gas son apartadas por el separador de fases (que se encuentra
sumergido en el reactor). Los deflectores se encargan de evitar el lavado de la materia bacteriana
o del lodo en granulos flotante, deslizando los sdlidos a la zona de cama de lodos (Chong et al.,
2012). Por ultimo, el agua residual tratada (efluente) sale por un conducto para un posterior
tratamiento, mientras que el biogas pasa a un separador para recoleccion (van Haandel et al.,
2006).

El efluente anaerobio contiene metano disuelto que es liberado a la atmdsfera una vez
fuera del reactor UASB. Tal situacion provoca un aumento de las emisiones del CHs4 a la
atmodsfera, lo que contribuye al fenédmeno del cambio climatico, por lo tanto, las emisiones de
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metano deben ser controladas (Noyola, Morgan-Sagastume y Lépez-Hernandez, 2006; Souza,
Chernicharo y Aquino, 2011).

En el proceso secundario del tratamiento del agua residual en las plantas de tratamiento
pequefias (flujos de agua tratada <5 L/s) existen ciertos inconvenientes: baja produccion de
biogas por el limitado flujo masico organico; con frecuencia existe operacién deficiente de las
PTAR debido a que cuentan con pocos recursos financieros y técnicos; y, liberacion del biogas
sin quemarlo, transfiriendo el metano a la atmadsfera potenciando el efecto invernadero en el

planeta. (Noyola, Morgan-Sagastume y Lopez-Hernandez, 2006).
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2.1.1 Biogas y sistemas de separacion gases disueltos en el efluente

anaerobio.
El biogas es una mezcla que contiene aproximadamente 60% de metano (CHa4), 40% diéxido de

carbono (CO2) y pequefas cantidades de sulfuro de hidrégeno (H2S), hidrégeno (Hz2) y amoniaco
(NHs) obtenido por la degradacién anaerobia de residuos organicos por medio de bacterias (Wu
et al., 2017) y por el contenido de metano, el biogas es posible utilizarlo como combustible.

La produccion de electricidad se restringe a PTAR medianas y grandes (tratamiento de
flujos de agua residual mayores a 500 L/s), esto debido a que para producir 7.5 kWh de
electricidad se requiere de tres metros cubicos de biogas con una concentracién minima del 65%
de metano (Jargensen, 2009).

Después del proceso de separacion de fases que se efectud en el reactor UASB, en el
efluente existe una significativa fraccion disuelta de metano en el agua tratada, que varia del 20
al 40% del metano producido en los reactores UASB (Noyola, Capdeville y Roques, 1988; Lobato,
Chernicharo y Souza, 2012). En la Tabla 1 se pueden observar las concentraciones de metano
diluido en los efluentes tratados, las cuales depende altamente de la temperatura en la que se
encuentre este efluente (Matsuura et al., 2015). Por lo tanto, se requiere pasar por otro proceso:

la desorcidn o stripping.
Tabla 1. Concentraciones de metano disuelto reportados en efluentes anaerobios.

Concentracion de
metano disuelto en
efluente
(mglL)

Temperatura (°C) Referencia

(Souza, Chernicharo y

1822 24.5 Aquino, 2011)
(Heffernan, Blanc y
" 25 Spanjers, 2012)
17.6 (verano) 26.7 Verano
19.8 (invierno) 129 e (Matsuura et al., 2017)

El proceso de desorcion consiste en eliminar el gas metano disuelto en el efluente por
medio del arrastre con un gas inerte; este proceso pasa por una columna empacada (Figura 5)
con material que favorece el contacto entre la fase liquida y gaseosa, como pueden ser los anillos
tipo Pall (Figura 6).
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Figura 5. Esquema de la desorcién con aire. Tomado de Huete Chevez (2017)

Figura 6. Anillos tipo Pall utilizados como material de empaque para la separacion. Tomado de Huete Chevez (2017).

Esta fraccion, ademas de representar la pérdida de una posible fuente de energia,
contribuye al inventario de gases de efecto invernadero en la atmdsfera y al calentamiento global.
Por lo anterior, las PTAR municipales que utilizan reactores anaerobios no se pueden considerar

como productoras de una fuente alternativa de energia, salvo cuando se tratan grandes caudales.
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2.1.2 Tratamiento de emisiones gaseosas Yy control de olores en PTAR.
Existen diversas tecnologias que se han aplicado para el control de contaminantes del aire como

la adsorcidén, incineracion, oxidacion catalitica, absorcidn, condensacion, membranas y las
biotecnologias. Las biotecnologias se han considerado de bajo costo de inversién y operacion y

poco mantenimiento respecto a otro tipo de tecnologias (Delhoménie y Heitz, 2005).

Dentro de los procesos de biotecnologia para el tratamiento de emisiones gaseosas con
contaminantes se encuentran los biolavadores, los biofiltros percoladores y los biofiltros, los
cuales pueden tratar compuestos organicos volatiles (como metanol, aldehidos y algunos

compuestos aromaticos) y compuestos inorganicos (como sulfuro de hidrégeno y amoniaco).

Con el transcurso del tiempo, estos biorreactores fueron ampliando su campo de accioén con
hidrocarburos alifaticos de bajo peso molecular como el metano y pentano los cuales eran

dificiles de degradar por su baja solubilidad en agua (Shareefdeen y Singh, 2005).

Las principales ventajas de los procesos bioldgicos en tratamiento de gases son: 1) se
pueden realizar a temperaturas entre 10 y 40°C y a presiéon atmosférica; 2) son procesos de bajo
costo, simples para operar y amigables con el ambiente. Para su seleccion se necesita tomar en
cuenta la tasa de flujo del gas y la concentracion del contaminante. Se sabe que para poder
utilizar sistemas bioldgicos, se recomienda un flujo de aire de ~1 000 a 100 000 m3h vy

concentracion de contaminante de ~0.1 a 7 g/m?3 (Shareefdeen y Singh, 2005).

Otros factores importantes, que es importante tomar en cuenta en este tipo de procesos,
son: la temperatura, el contenido de oxigeno del gas residual, composicion de la corriente,
solubilidad, programa de operacion, servicios; también se deben evaluar los costos de inversion

y mantenimiento y los posibles impactos ambientales secundarios.
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2.1.2.1Biolavadores
En el sistema de los biolavadores, los

contaminantes en la fase gaseosa son removidos por
absorcion en una corriente de agua que es recirculada
en una torre de lavado (Figura 7). Después, esta
corriente con contaminantes disueltos es tratada por
microorganismos en un biorreactor con flujo de aire y
regresa a la torre de lavado. Los parametros que es de
importantancia controlar son: los nutrientes y pH por la

alta actividad microbiana (Shareefdeen y Singh, 2005).

Figura 7. Biolavador. Tomado de Gomez-Borraz (2017).

2.1.2.2Biofiltros percoladores
En estos sistemas el aire contaminado pasa a

través de una columna empacada donde la fase liquida
es continuamente recirculada a través del empaque en
flujo descendente; se solubiliza el contaminante en la
corriente liquida y es transferido a la pelicula de
microorganismos que esta adherida a la superficie de
estos soportes (Figura 8). La fase liquida provee
humedad, nutrientes, control de pH en la biopelicula y

permite la separacion de productos inhibitorios.

Figura 8. Biofiltro percolador. Tomado de Gémez-Borraz (2017).
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2.1.2.3 Biofiltros
La mezcla de gases a tratar es pasada por el lecho de material biolégicamente activo, que,

asegurando un contenido de humedad minimo, llevara a cabo las reacciones de interés. (Figura
9); la biopelicula depende de la densidad microbiana y de las condiciones del medio

(temperatura, disponibilidad de nutrientes, humedad y pH).

Figura 9. Biofiltro. Tomado de Gémez-Borraz (2017).

Las diferencias entre los biofiltros y los biofiltros percoladores son: la fase que pasa por el
empaque en los biofiltros percoladores (mezcla de fase liquida y gaseosa) y en los biofiltros (fase
gaseosa); el relleno en los biofiltros percoladores es de material inorganico, mientras que en los

biofiltros es de material organico (Delhoménie y Heitz, 2005).

El biogas con concentraciones bajas de metano producido en las PTAR pequefias puede
ser controlado por medio de la combustion o de la oxidacion bioldgica. La eliminacion del biogas
por medio de la combustidn se da sin recuperacion de energia y con medidas de precaucion para
evitar una explosiéon no controlada. Este proceso es factible si existen flujos de biogas mayores
a 10-15 m3h y la concentracion de metano esta por encima del 20% v/v (Nikiema, Brzezinski y
Heitz, 2007).

La biofiltracidon puede ser una alternativa para la eliminacién de biogas que se encuentre
en volumenes pequefios y con concentraciéon de metano menor al 20% v/v, circunstancias que

existen en PTAR pequefas. De esta forma, la biofiltracidon puede ser utilizada para evitar la
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liberacidon del biogas colectado en PTAR pequefias al ambiente; asi como eliminar el metano
disuelto en el efluente del reactor anaerobio previamente desorbido del agua. Como se ha
mencionado, de no tratarse estas emisiones gaseosas, se pueden generar malos olores (debido
al sulfuro de hidrégeno que también se encuentra disuelto en el efluente tratado) y se contribuye
al aumento de concentraciones de gases de efecto invernadero en la atmdsfera (Nikiema,
Brzezinski y Heitz, 2007).
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La biofiltracién de corrientes gaseosas consiste en el paso del gas a través de un material poroso
empacado (Figura 10), donde los contaminantes son consumidos por la poblacidon microbiana
transformandose en productos oxidados del metabolismo, como CO2 y agua (Leson y Winer,
1991; Noyola, Morgan y Guereca, 2013). El gas por tratar ingresa por la parte inferior del biofiltro,

pasa por el material de empaque vy el aire tratado es emitido por la parte superior.

El material de empaque del medio bioldgico filtrante es una mezcla de materiales naturales
con porosidad grande, tal como composta, tierra organica o turba; el medio biolégico se mezcla
con material que aumente el volumen y la porosidad de la mezcla. EI medio debe proporcionar
la superficie, humedad y nutrientes necesarios para que en ella se pueda desarrollar una

biopelicula de microorganismos degradadores de los contaminantes.

Figura 10. Esquema de un biofiltro. Tomado de Noyola et al. (2013).

El proceso de biofiltracion estd recomendado cuando existan concentraciones de
contaminantes menores a 1 mg/L y con coeficientes de Henry menores a 10, que es un
coeficiente de reparto entre aire y agua (van Groenestijn y Hesselink, 1993). Dentro de las
ventajas del biofiltro, se encuentra la existencia de una gran superficie de contacto gas-liquido y

bajos costos de operacion e inversion. Sin embargo, las desventajas son el poco control sobre
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los fendmenos de reaccion y la limitada respuesta ante variaciones del flujo de gas (Noyola,
Morgan y Guereca, 2013; Sanchez Rodriguez, 2015).

En una PTAR municipal con tratamiento secundario mediante un reactor anaerobio, se
produce biogas con concentracion aproximada al 75% de metano, el cual es colectado y
evacuado del reactor hacia un quemador. Por su parte, el efluente tratado transporta metano
disuelto hacia afuera del reactor, exponiéndolo a condiciones atmosféricas. Ese metano debe
ser capturado antes de que se desorba hacia la atmésfera, como resultado de la turbulencia en
su conduccion o de aeracion en la unidad de postratamiento. Un esquema adecuado para esto
es recurrir a su desorcion controlada en una torre empacada, donde se separa el gas metano de
la corriente acuosa con ayuda de una corriente de aire. La corriente de aire que sale de la
columna contendra el metano desorbido asi como sulfuro de hidrégeno; esta corriente se dirige
hacia el sistema de biofiltracion donde el metano es oxidado a CO: y el sulfuro de hidrogeno a

S04% 0 azufre elemental.

En la figura 11 se puede observar el disefio propuesto en los trabajos de investigacion en
el Instituto de Ingenieria de la UNAM para tratar las emisiones gaseosas producto del reactor
anaerobio tanto el que es recolectado (linea morada) como el que se disuelve en el agua ya

tratada (linea azul oscuro).

Figura 11. Sistema de biofiltracion propuesto para tratar las corrientes de metano provenientes de un sistema de tratamiento
anaerobio. Tomado de Sanchez Rodriguez (2015).
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En la Figura 12, se puede observar un sistema de una planta piloto del acoplamiento del
tratamiento anaerobio (el reactor UASB) y el tratamiento aerobio de la emision gaseosa producto

del reactor (el biofiltro) empleado en un trabajo previo (Huete et al., 2017).

Figura 12.Sistema piloto para la desorcién y eliminacién biolégica de metano y sulfuro de hidrégeno disueltos en el efluente (agua
tratada saliente) del reactor UASB. Tomado de Huete Chevez (2017).

Para realizar la biofiltracion, es relevante conocer los contaminantes principales a tratar
(metano y sulfuro de hidrégeno), la dinamica presente en los microorganismos encargados de la
degradacion, el material de empaque a utilizar y los recursos con los que cuentan las PTAR. Al
respecto, han obtenidos buenos resultados con composta como medio de empaque (Gémez-
Borraz et al., 2017).

Los parametros de rendimiento que es importante estudiar en la biofiltracion son (Sanchez
Rodriguez, 2015):

a) Tiempo de retencion de lecho vacio (TRLV), es el tiempo de residencia del gas

considerando el volumen del biofiltro sin empaque (expresado en minutos).
b) Flujo del gas, es el volumen de gas introducido por unidad de tiempo (L/min).

c) Concentracion inicial de metano (ppmv).
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d) Capacidad de eliminacion (CE), es la masa de contaminante degradada por unidad de

volumen de medio filtrante por unidad de tiempo; (se expresa con las unidades g m3d").

En la siguiente figura se muestra una grafica donde se ha visto el incremento de las publicaciones
arbitradas relacionadas con la biofiltracion en general, observandose un incremento en el 2005

y 2012. Esta busqueda se realizé en la base de datos Scopus.

445

255 256

Numero de articulos publicados

46

21
g 13 11 13 11 16

1975 1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020

Ano

Figura 13. Numero de articulos de investigacion publicados sobre el tema biofiltracion. Busqueda realizada en la plataforma Scopus
el 31de mayo de 2018.

2.2.1 Biofiltracion de metano
Dentro de las biotecnologias reportadas para la eliminacion de metano se encuentran el uso de

biofiltros y biofiltros de lecho escurrido, descartando el uso de los biolavadores por la baja

solubilidad en agua del metano.

Las primeras investigaciones sobre la biofiltracion de metano fueron los trabajos de Apel
W. A.en 1991 y SliLy en 1993. W. A. Apel y colaboradores utilizaron el potencial de la bacteria
metanotrofica Methylomonas metanica para eliminar el metano de la atmésfera de una mina de
carbon en un biorreactor fase gas a escala laboratorio. El experimento consistié en una columna
de vidrio empacada con bio-anillos donde se inocul6 con la bacteria y se mantuvo su crecimiento.
Se mezcldé metano con aire en relaciones que variaban de 0 a 50.9% y se recirculé cada mezcla

a través del biorreactor a una velocidad de 200 ml min-'. El resultado obtenido con una mezcla
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de 35% de metano/aire, fue la eliminacion de metano en 90.4% en 24 horas. Esto equivale a una
velocidad de eliminacion de ~38 mg de metano por hora. Usando una mezcla de metano/aire al
12%, la tasa de eliminacion fue ~23 mg de metano por hora. A partir de estos resultados, se
concluy6é que las bacterias metanotréficas cultivadas en biorreactores en fase gaseosa son
capaces de eliminar cantidades significativas de metano de mezclas de metano/aire y pueden
ser de uso practico para eliminar el metano de las atmosferas de las minas de carbon (Apel,
Dugan y Wiebe, 1991).

En 1993 se publico el primer trabajo donde se usé el término biofiltro; el empaque en el
biofiltro consistié en tubos de vidrio, de aproximadamente 10 mm por 8 mm de diametro a una
altura de 560 mm, inoculados con bacterias metanétrofas procedentes de una mina de carbon.
En el intervalo de 0.25-1.00% de metano en aire, mas del 70% de metano fue removido con un

tiempo de residencia de 15 minutos y con un 90% de reduccién, a 20 minutos (Sly et al., 1993).

Para fines de este trabajo se exponen en la Tabla 2 algunos parametros de rendimiento

obtenidos en biofiltros con empaques de composta y con ciertas variaciones.
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Tabla 2. Ejemplos de sistemas de tratamiento para corrientes gaseosas con metano. Adaptado de Gémez-Borraz et al., (2017)

Eficiencia de
remocion
eliminacion

Concentracion

inicial Autores

Empaque

Corteza de pino " . ER>70% (Du Plessis
compostada 20-400 min variable 0.1-2.5 Para TRLVs>30 min et al., 2003)
Composta a (Pawtowska,

partir de . . o Rozej y
residuos 100 min 0.02 L/min 9-10 100% Stepniewski,
municipales 2011)
Suelo de un : : o (Pratt et al.,
relleno sanitario >2h variable Variable Mayor a 90% 2012)
(Sanchez
Composta 18 min 0.06 L/min 4 80-100 Rodriguez,
2015)
UBEEs d? ] : (Barcon et al
madera, perlita y 4.4 min 1.34 L/min 0.01-2.40 76.5% 2015) ?
composta
Composta
combinada con
materiales
Inorganicos 20-43 min variable 0.17-3.60 Mayor a 90%  (Brandtetal.,

(esponja de 2016)
poliueratano,
vermiculita o

Biobob)
Composta 40 min 0.1 L/min ~2 12-39.8% (Leb;%f;’6‘§‘ 2
Composta 23 min 15 L/min 2.7-43 75% s 2"

Compostada: Mezclada con residuos organicos. Perlita: Vidrio volcanico amorfo expandible cuando recibe calor.
Vermiculita: mineral formado por silicatos de hierro o magnesio. Biobob: Tipo de esponja doméstica comercial. TRLV:
Tiempo de retencién de lecho vacio.
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2.2.2 Biofiltracion de sulfuro de hidrégeno
Dentro de las biotecnologias mas adecuadas para el tratamiento de H2S se encuentran los

biofiltros de lecho escurrido y biolavadores, esto es por la alta solubilidad en agua del H2S. Para

pequenos caudales, el biofiltro simple puede ser el mas adecuado.

Desde 1923, existen datos en publicaciones arbitradas donde H. Bach discutid los conceptos
basicos para el control de misiones de H2S de plantas de tratamiento de agua residual; se
comenzo aplicar este tipo de tratamiento en paises como Alemania, Estados Unidos y los Paises
Bajos (Leson y Winer, 1991). En 1994, se presentaban los primeros trabajos de biofiltracion con
composta obteniéndose resultados de eliminacién de H2S mayores al 99%, siendo una excelente
alternativa porque no requiere otra fuente de energia mas que el metabolismo de los

microorganismos (Yang y Allen, 1994; Delhoménie y Heitz, 2005).
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En la tabla 3 se presentan algunos resultados de la aplicacion de este tipo de biofiltracion para

el control de emisiones de sulfuro de hidrogeno.

Tabla 3. Ejemplos de biofiltraciéon de H.S.

Concentracion Eficiencia de

Empaque TRLV inicial Remocion Referencia
(ppmv) (eliminacién)
Células de
Thiobacillus
thioparus
CH11 28 s 36 5, 20, 60 97.5-98.0%  (Chung. *:‘gag'gg y Tseng,
inmovilizadas
en alginato de
calcio
- (Morgan-Sagastume y
Composta 50 s 600 100 100% Noyola, 2006)
Fibradecoco 313s 26.7-6.7 2300-11567 94.7 % (Chaiprapat et al., 2011)
Turba 60 s 82.5-423 131-854 89-99% (Omri et al., 2013)
Agregados de
arcilla 14.6
expandida min 3000-7800 1.2-8.5 7.7-100% (Su et al., 2013)
(bio-carrier)
Estrato de
corteza de
pino cubierto -
por estrato de 63s 4000 133-250 100% (Jaber et al., 2014)
madera
compostada
Compostacon 33.9s 88.60
pajayvirutas 452s 600 50-100 93.58 (Hou et al., 2016)
de madera 56.5s 96.78

Alginato de calcio: (CéH7Ca1206) n. Turba: Masa esponjosa vegetal que puede ser usada para combustible o
abono. TRLV: Tiempo de retencion de lecho vacio.

Como se puede observar, la biofiltracion de H2S se lleva a cabo con muy buenas eficiencias de

remocion, ademas que ya se ha realizado una investigacion extensa sobre este tema.
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El metano es un gas organico compuesto de un atomo de carbono y cuatro atomos de hidrégeno.
Es una molécula no polar, incolora y soluble en liquidos organicos. A temperatura ambiente, es
un gas inflamable, no téxico, incoloro, sin olor caracteristico y mas ligero que el aire (SIGMA-
ALDRICH, 2016).

La principal fuente de obtencion del metano es el gas natural, del cual forma el 97% de la
composicion de este combustible; de igual forma, se obtiene del producto final de la degradacion
anaerobia en PTAR. Otras fuentes de emision son el ganado (rumiantes), actividades agricolas
como la siembra de arroz y la degradacién de residuos solidos organicos en vertederos
municipales (EPA, 2012).

El metano es un compuesto organico estable en ambientes andxicos y si no existe una
previa oxidacion por organismos metanoétrofos, escapa hacia la atmésfera. En la Figura 14, se
puede observar la distribucion del metano en la superficie terrestre desde los niveles bajo tierra

hasta llegar a la estratosfera.

Distancia (m)
100000 T
{ Estratdsfera
10000 1 Capa de ozono (03)
3 CHs > (CHO) > CO 5 €O,
1000 -}-g o »
& Oxidacion troposférica
9
@
100 ¢t
10 1 CH
14
S Metandgenos,
é contribucion a la atmdsfera

-1 w[
A Barrera de bacterias oxidantes de metano
w ]0 1

/\\\ oxidacion anaerobia de CH; en sedimentos

-100 ¢
0m T
-1000 4 Eidgatos df HIEIRHG Mar profundo/ trincheras de
K/’ lagos saturados con CH4
-10000 1+

Conversion de gas natural

Figura 14. Movimiento del metano producido por metandgenos en diversas zonas de la superficie terrestre. Tomado de
Vogels (1979).
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2.3.1 Metano como gas de efecto invernadero
En la capa atmosférica se encuentra el gas metano (alrededor de 1 800 ppb) en conjunto con

otros gases de efecto invernadero (CO2 y N20O como los mas relevantes); en conjunto con otros
factores, estos gases determinan la temperatura de la capa de aire en la cual existe la vida
terrestre, determinado por el flujo entrante y saliente de radiacién solar que son regulados por

medio de la atmodsfera.

Las moléculas del metano tienen una opacidad hacia radiacion infrarroja mucho mas
efectiva que las moléculas del diéxido de carbono. El CO2 es considerado como el gas referente
para las contribuciones de los diversos gases de efecto invernadero, con un potencial de
calentamiento global de 1, y para el metano, es 34. Dentro de los limites de modelos altamente
idealizados, existe evidencia que el aumento de las emisiones de CO2 y CH4 lleva a incrementar

la temperatura del planeta (Juliarena, 2013).

Las emisiones del gas metano han aumentado desde la década de los setenta, llegando a una
meseta entre los ainos 1999-2006; sin embargo, en el afio 2007 la concentracién ha aumentado
a valores entre 1700 y 1850 ppb (Ciais et al., 2013).
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Existen microorganismos que utilizan compuestos organicos que carecen de enlaces C-C como
donadores de electrones y fuente de carbono para su crecimiento. Estos se pueden clasificar de
acuerdo con el medio en el que crecen y el sustrato que metabolizan: los metilétrofos crecen en
metano, en metil-aminas, o en metanol (Hou, 1984). Los metilétrofos pueden ser del dominio
Archea o Bacteria, de los cuales los filos correspondientes pueden ser del Proteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria, Bacteroidetes y Verrucomicrobia para Bacteria y Eucaryarchaeota

para Archea (Madigan et al., 2015).

Dentro de la clasificacion de los microorganismos metilétrofos existe una subdivision
donde se definen los organismos metanétrofos, que exclusivamente oxidan al metano por medio
de la enzima metano monooxigenasa (MMO) la cual puede ser soluble o particulada (Figura 15).
La oxidacion de metano requiere la ruptura de un enlace con alta estabilidad termodinamica (AH=
-435 kJ mol") termodinamicamente estable y puede ocurrir tanto en ambientes anaerobios

(teniendo como aceptor de electrones el ion nitrato (NO3°) o en ambientes aerobios.

Figura 15. Ejemplos de estructuras cristalinas de la enzima metano monooxigenasa. A) Estructura de la pMMO de
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z. Tomado de Ro et al., (2018). B) Estructura de la componente hidroxilasa de sMMO
de Methylococcus capsulatus (Bath) Tomado de Whittington y Lippard, (2001).

Por lo regular, los metanétrofos aerobios se encuentran en el suelo y en ambientes
acuaticos; mientras que los metanétrofos anaerobios se encuentran en sedimentos marinos y en
suelos, asociados con las raices de plantas y en la superficie de las hojas y en la interfase dxica
de muchos ambientes andxicos como lagos, sedimentos y humedales (Madigan et al., 2015).
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Estos microorganismos también habitan en lugares como campos de arroz, humedales vy

pantanos, donde existe produccion de metano (Bodelier et al., 2011).

Se han planteado elementos basicos en la taxonomia de los metanétrofos asociados con

sus caracteristicas que incluyen: organizacion de la membrana intracitoplasmatica, contenido de

sustancia proteica especifica de su DNA, via de consumo de carbono (Figura 15) y la morfologia

microbiana.

Tomando como referencia la subdivision de microorganismos aislados en 1970,

contribucion de R. Whittenburg y sus colaboradores, se clasifican en (Majdinasab y Yuan, 2017):

Grupo |

Tipo |; microorganismos que procesan el aldehido por la via de Ribulosa Monofosfato
(RuMP; Figura 17) y presentan en sus membranas celulares arreglos cocoides. Se sabe
que éstos pertenecen a la clase y-Proteobacteria (Tabla 4). En la membrana
citoplasmatica tienen acidos grasos de 14 a 16 atomos de carbono.

Tipo X; poseen bajos niveles de enzimas de la via de la Serina teniendo como base la ruta
RuMP (Hanson, Hanson y Hanson, 1996; Madigan et al., 2015).

Grupo I

Tipo II; microorganismos que siguen la ruta de Serina (Figura 18) y estos organismos
tienen arreglos membranales del tipo vibrio. Ademas, pertenecen a la clase a-
proteobacteria (Tabla 4). En la membrana citoplasmatica tienen acidos grasos de 18
atomos de carbono.

Tipo lll: el género Methylocapsa (Tabla 4) se caracteriza por tener una estructura de la
membrana intracitoplasmatica empaquetada en paralelo solo de un lado de la membrana
celular. No expresa MMO soluble. También, en la membrana citoplasmatica presentan

acidos grasos de 18 atomos de carbono (Dedysh et al., 2002).

Grupo lll o Tipo IV

Este grupo incluye a los Verrucomicrobia (Kalyuzhnaya, Puri y Lidstrom, 2015). Son
metanotrofos termoacidofilicos (que se desarrollan en ambientes con pH cercanos a 1y
temperaturas superiores a 65°C); carecen de membranas intracitoplasmaticas (Op den
Camp et al., 2009).
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El proceso de oxidacidén del metano comienza con la conversion del metano a metanol por
medio de la enzima metano monooxigenasa (MMO). De esta enzima existen dos tipos que son:

la particulada o asociada a la membrana citoplasmatica (pMMO) y la soluble (sMMO).

La enzima sMMO se presenta en el citoplasma, expresada en condiciones limitadas de cobre
y tiene un sitio activo Fe-Fe que consta de tres componentes: una hidroxilasa, que es un dimero
de tres subunidades (afy); una proteina reguladora (proteina B); y una reductasa (proteina C)
(Bedard y Knowles, 1989; Lee, 2016; Ross y Rosenzweig, 2016).

La enzima pMMO se encuentra en la membrana de la célula en condiciones suficientes de
cobre y tiene un centro catalitico de cobre. La enzima pMMO ha sido reportada en todos los
metanaotrofos excepto en el género Methylocella, mientras que la sSMMO se expresa en la mayoria

de metanoétrofos.

En la Figura 16 se presenta el proceso general de oxidacion del metano y sus derivados hasta
llegar a COz2. La primera reaccién de conversion de metano a metanol puede ser catalizado por
cualquiera de las dos enzimas MMO. Si es por la enzima pMMO, utiliza como agente reductor el
citocromo C reducido y como agente oxidante, al oxigeno pasando a obtenerse el citocromo ¢
oxidado y agua, respectivamente. Por otro lado, para la enzima sMMO se utiliza como agente
reductor la nicotimamida adenina dinucleético reducida (NADH) que pasa a su forma oxidada

(NAD™) y utilizando una molécula de oxigeno para obtener una molécula de agua.

Posteriormente, la conversion de metanol a formaldehido es realizada por la enzima metanol

deshidrogenasa (MDH) con el apoyo del Citocromo C oxidado (agente oxidante).

Figura 16. Vias de oxidacion del metano y asimilacion del formaldehido. Abreviaturas: CytC, Citocromo C; pMMO, metano
monooxigenasa particulada; sMMO, metano monooxigenasa soluble; MDH: metanol deshidrogenasa; FADH, formaldehido
deshidrogenasa; X/XH2: agente oxidante/agente reductor, puede ser ubiquinona (Q); FDH, formiato deshidrogenasa. Tomado de
Hanson, Hanson y Hanson (1996)
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El formaldehido se cataboliza mediante una de tres posibles vias, una es la oxidacion del
formaldehido a iones formiato; y dos llevan a la asimilacion del formaldehido como material

celular en los metanodtrofos.

La oxidacion del formaldehido a formiato es mediada por la enzima formaldehido
deshidrogenasa (FADH), con apoyo de un agente oxidante, como la ubiquinona. La asimilacion
del formaldehido en el material celular es una de las caracteristicas que se han utilizado para
diferenciar los tipos de metandétrofos; esta asimilacion puede ser por via de la Ribulosa
monofosfato, para microorganismos Tipo | (Figura 17); o, por la via de la serina, para

microorganismos Tipo Il (Figura 18).

Por ultimo, la conversién del ion formiato a didxido de carbono es mediada por la enzima formiato

deshidrogenasa, utilizando como agente oxidante NAD*.

Figura 17. Via RuMP para la fijacion de formaldehido. Tomado de Hanson, Hanson y Hanson (1996)
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Figura 18. Via de la serina para fijacion de formaldehido. Unicas reacciones catalizadas por hidroximetil serina
transferasa (STHM), hidroxipiruvato reductasa (HPR), malato tioquinasa (MTK) y malil coenzima A liasa (MCL) son
identificadas. Tomado de Hanson, Hanson y Hanson (1996)

En la tabla 4 se puede observar la clasificacion taxonémica general de los metanétrofos (Semrau,
Dispirito y Yoon, 2010).

Tabla 4. Clasificacion taxonomica de los microorganismos metanétrofos. Via RuMP: Via de la ribulosa monofosfato,
Ciclo CBB: Ciclo de fijacion de dioxido de carbono (Commons, 2013; Karthikeyan et al., 2016)

Filo Proteobacteria Verrucomicrobia

Clase Gamma-proteobacteria Alfa-proteobacteria No aplica

Familia Methylococcaceae Methylocystaceae Beijerinckaceae Methylacidiphilaceae

Methylobacter
Methylococcus
Methylocaldum
Methylohalobius
Methylomicrobium
Methylomonas
Methylocystis Methylocapsa
Methylosoma Methylosinus Methylocella
Methylosphaera
Methylosarcina
Methtyhlothermus

Género Methylacidiphilum

Clonothrix
Crenothrix

Grupo y via de
degradacion
de CHa4

Grupo | Grupo Il Grupo I
Via RuMP Ciclo de la serina Ciclo CBB
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2.4.1 Factores principales involucrados en la oxidacion biologica del
metano

Concentracion de CHg4

En la tabla 5, se muestran valores de velocidad y constante de reaccion de la oxidacion
de metano en diferentes tipos de suelos, observandose mayores valores de rapidez de la
reaccion en suelo con arena. Ademas, se ha establecido que los metanétrofos del Tipo | soportan
mejor los cambios de concentracién de metano, mientras que para los metanétrofos del Tipo |l

su crecimiento se favorece en altas concentraciones de metano (Semrau, Dispirito y Yoon, 2010).

Tabla 5. Valores cinéticos de la oxidacion biolégica de metano en diferentes materiales de suelo en funcion de la
capacidad de la enzima MMO. tabla adaptada de Majdinasab y Yuan (2017).

Contenido de material del Vmax Km Concentracién de

CH4 Referencia
3ky-le-1 ()
suelo (cm’kgs) (Vol. %) (Vol. %)
(Stein &
Loam para relleno sanitario (4.8-6.2) x 103 0.75 <10 Hettiaratchi,
2001)
Tierra de relleno sanitario  (0.88-1.09) x 10°  0.18-0.70 1.7x104-1.0 (Whalen &

Reeburgh, 1990)

Grava y arena
(columna de ensayo)

(Matgorzata &

= -3 = -
(0.11-0.86) x10 0.6-2.9 1-16 Witold, 2006)

Suelo de arena gruesa de
cubierta de relleno sanitario

(Kightley, et al.,
1995)

Loam: roca sedimentaria con proporcion equilibrada de particulas de arena, limo y arcilla. Km: Valor de constante de
Michaelis-Menten; Vmax: Velocidad maxima.

(6.20£0.36) x10°® = 0.60-2.41 0.05-5.00

Textura del suelo

La textura del suelo afecta la penetracion de Oz y el transporte de CH4 dentro de sus
capas; en consecuencia, regula la oxidacion y las emisiones de CH4 en los vertederos, por lo que
es importante favorecer la porosidad en el medio donde se encuentren los microorganismos
(Gebert y Groengroeft, 2009; Reddy et al., 2014). Kightley y colaboradores (1995) trabajaron con
diferentes texturas de suelo de un mismo relleno sanitario, utilizando concentraciones de 40
nmol/mL de CHas. En la Tabla 6, se puede observar las tasas de variacion de la oxidacién
obtenidas de este compuesto (Kightley, Nedwell y Cooper, 1995).
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Tabla 6. Tasas de oxidacion de CHs en estado estacionario medidas en nucleos de tierra de cubierta de relleno
sanitario y en nucleos de arena gruesa después de la aplicacion de CHs4 durante 6 meses. Tomado de Kightley, Nedwell
y Cooper (1995).

i Tasa de oxidacion de CH, L
Tipo de suelo % de Oxidacion
(mol*m-2*dia)

Arena gruesa 10.4+0.1 61
Suelo superficial de arcilla 6.81£0.3 40
Arena fina 6.3+0.3 41

Humedad

En general, se ha determinado un intervalo 6ptimo de humedad de 15 a 32% para el
crecimiento de estos microorganismos (Boeckx, Van Cleemput y Villaralvo, 1996). La capacidad
de oxidacion del metano aumenta, debido a que la funcién de la humedad con una adecuada
adicién de nutrientes, ayuda a su continua distribucion, incluyendo el metano que debe

transferirse a la fase liquida.

Por otra parte, un exceso de humedad impediria el flujo del gas metano y del oxigeno, lo
que limitaria la reaccion. En las cubiertas de rellenos sanitarios se ha estudiado la variacion de
la oxidacion del metano al variar el contenido de humedad y se ha observado una importante
variacion entre cada tipo de ambiente en el que se encuentran los microorganismos, por lo que
es conveniente encontrar el intervalo de contenido de humedad optimo para cada suelo

especifico (Majdinasab y Yuan, 2017).

Temperatura y pH

El intervalo éptimo de temperatura para la oxidacion de CHa4, en pH igual a 7.3, esta entre
15°C a 35°C, en sistemas de biocubierta de vertederos (Boeckx, Van Cleemput y Villaralvo,
1996). Otros investigadores reportan una temperatura de cultivo desde 20°C a 45°C a pH neutro,
asi como valores entre 25°C y 30°C como intervalo de temperatura de actividad 6ptima en

biofiltros de escala laboratorio (Gémez-Borraz, 2017).
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También, existe el reporte de aislamiento de metandétrofos en ambientes con temperaturas
entre a 50°C y 75°C y temperaturas menores a 10°C. Ademas, se han reportado metanoétrofos

que pueden crecer en ambientes de pH desde 4.2 hasta 9 (Trotsenko y Khmelenina, 2002).

Se conoce que la disminucion de la temperatura en ambientes de metandétrofos (de 20°C
a 10°C) causa una inhibicién reversible del consumo de metano que depende del tiempo de

exposicion a la menor temperatura (Gomez-Borraz et al., 2017).

Por otra parte, se han reportado que los metandétrofos tienen un crecimiento éptimo en
valores de pH entre 6.6 y 7.0. Existe una menor estabilidad de crecimiento por parte de los
microorganismos metanotrofos en ambientes con valores de pH menores a 5 (Majdinasab y
Yuan, 2017).

Nutrientes

La adiciéon de nutrientes necesarios para el crecimiento de metanotrofos es muy
importante, con el objetivo de proporcionar los elementos necesarios para el metabolismo de
estos microorganismos. La tabla 7 presenta el impacto de la adicion de nutrientes y

micronutrientes sobre la actividad metanétrofa (Albanna, Fernandes y Warith, 2007).
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Tabla 7. Efectos de diferentes nutrientes en los microorganismos metanétrofos.

Nutrientes

Efecto sobre metanétrofos

Referencia

NOs" (nitrato)
+
PO.* (fosfatos)

(nitrato 600-700 mg/Kg peso
en seco)

Incremento en la densidad de poblacion
de 3-5 6rdenes de magnitud.
Dependencia mayor de NOs que de
PO.3 en materiales de cubierta
(T=12°C)

(Pfiffner et al., 1997;
Maanoja y Rintala, 2015)

N-NH4* (iones amonio)

(15mg/1kg de suelo)

Aumenta ~50% el potencial de

oxidacion, con humedad del 5%

(Lee et al., 2009)

N-NH4*
(25, 50y 75 mg*kg™")

Actividad inhibitoria por parte de las
bacterias nitrificantes al existir una
posible competencia en el nicho donde
habitan.

Inconveniente la presencia de
hidroxilamina (por toxicidad) y la
produccion de nitrito (NO2’) los cuales es

inhibidora.

(Boeckx, Van Cleemput y
Villaralvo, 1996; Hanson,
Hanson y Hanson, 1996; He
etal., 2017)

Cu?

0.05a25mM

Incremento del valor de Vmax (CHs al
1%) y Km (constante de Michaelis-
Menten) en un promedio de 2.8 veces.

(Cantera et al., 2016)

Metales traza
(Cu?*, Fe?*, Zn?*, Mn?*, Ni?*,
Mo®*)

Mejora el maximo potencial de
oxidacion y mayor crecimiento en 16%
en T<4°C.

No hay mejora en T=12°C

(Maanoja y Rintala, 2015)

Como se menciond antes, es importante la relacion entre el porcentaje de humedad y la

mayor numero de microorganismos (Majdinasab y Yuan, 2017).

presencia de nutrientes para que sean transportados hacia el nicho microbioldgico y lleguen al

Existe diversa informacion respecto al efecto que tienen los compuestos de nitrégeno
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como NHa4* e hidroxilamina, los cuales son posibles inhibidores en el metabolismo metandétrofo.

Fundamentos que respaldan esto son que el amonio tiene capacidad de ser oxidado por pMMO




y sMMO, siendo un sustrato que entra en competencia con el metano en esta via metabdlica
(Hanson, Hanson y Hanson, 1996); ademas, la hidroxilamina tiene efecto toxico y mutagénico en
las bacterias metandtrofas y el nitrito reduce en forma considerable la actividad metanétrofa (He
et al., 2017).

En metanotrofas anaerobias, el nitrito que se encuentre en cantidades de 40 a 140 mg de
N L' (Hu etal., 2014) favorece el metabolismo anaerobio. Sin embargo, en metandtrofas
aerobias, es posible observar un decremento de su actividad metabdlica (Tabla 8). De acuerdo
con Hoefman et al., (2014) se cree que la fijacion de nitrogeno es caracteristica de los
metanotrofos Tipo |y Tipo IV, por eso existe un intervalo donde no se ve afectado el metabolismo

de estos microorganismos.

Tabla 8. Influencia de la presencia de nitrito (NO2") y amonio (NH4*) en un inéculo de metanétrofas. Datos tomados de
He et al., (2017)

[NO21mM | [NH4*-N] mM | Consumo de CHa4

1.4 10.7 No se ve afectado
3.5 21.4 Disminuye en 78%
7.1 No disponible Cercano a cero.

Otros investigadores estudiaron especificamente cuales especies eran afectadas por la
presencia de NO2" y NH4*-N en concentraciones de 0.5 y 5 mM (M. album, M. methanica,
Methylocystis sp. y M. sporium). En el caso del nitrito las especies que se vieron afectadas fueron
M. methanica y M. sporium; la presencia del amonio afect6 a todas las especies de metanétrofas
(Nyerges y Stein, 2009).

Cualquier intento de aumentar el consumo de CHys in situ mediante la adicion de nitrégeno
debe considerar la composicion inicial de la comunidad, la capacidad de los miembros
individuales para fijar el nitrogeno suplementado y fijar una concentracion limite de iones amonio
(Semrau, Dispirito y Yoon, 2010).

En relacion con el cobre, una exhaustiva revision por parte de Bedard y Knowles (1989) y
Farhan y colaboradores (2017) muestra que este metal tiene una influencia en la expresion de la
naturaleza de la enzima metano monooxigenasa y en la morfologia de la célula. En aquellos
metandtrofos que expresan ambas formas de MMO - soluble y particulada- el cobre es un factor

clave en la regulacion de la expresion de los genes que codifican sMMO y pMMO, asi como la
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actividad de estas enzimas (Bedard y Knowles, 1989; Farhan Ul Haque et al., 2017). En ensayos
enzimaticos, con concentraciones de metano al 1% v/v, el incremento en el medio de la
concentracion de Cu?* de 0.05 a 25 mM aumento el valor de la velocidad de biodegradacion
maxima especifica del CH4 en un factor de 2.3, respecto al valor de velocidad con menor cantidad
de cobre (Cantera et al., 2016).

En los metandétrofos se ha identificado un mecanismo de absorcién de cobre por medio de
un cromo-péptido llamado metanobactina (Figura 19). Existe regulacién en la expresién del grupo
de genes para la produccion de sMMO porque se encuentra relacionado con la expresion de la

metanobactina (Kenney, Sadek y Rosenzweig, 2016).

Figura 19. A) Dibujo esquematico de metanobactina junto con el esquema de numeracion de atomos de la Union
Internacional de Quimica Pura y Aplicada B) Vista estereoscopica de la superficie de metanobactina modelada con el
uso de la interaccién disolvente-molécula (la interaccién de la sonda es 1,4 A. Tomado de Kim et al. (2004).

El polimero poli-3-hidroxibutirato (PHB) apoya el crecimiento de los metandétrofos tipo |l,
porque el PHB es un sustrato que puede metabolizarse cuando existen condiciones de escasez
de fuente de carbono; esto se observé al mezclar el PHB en los materiales de empaque de los
biofiltros a bajas concentraciones de metano (~100 ppmv; Pieja, Sundstrom y Criddle, 2011;
Ganendra et al., 2014).

Flujo del Oo

De acuerdo con un estudio realizado por Hutton y ZoBell (1949), el potencial maximo de
oxidacion de CH4 por medio de metandétrofos se obtuvo en concentraciones de Oz entre 10 y

40%. Encontraron que las concentraciones de O2 fuera de este intervalo dieron lugar a la
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disminucién del potencial de oxidacion CH4 (Tabla 9). Por lo tanto, es importante mantener un
flujo suficiente de oxigeno en el ambiente donde habiten los metanétrofos (Hutton y ZoBell,
1949).

Tabla 9. Cantidad promedio de metano consumido por dia por bacterias metanétrofas durante 6 dias a 32°C en una
atmésfera inicial conteniendo 20% de CHas, 10% de CO: y variando las presiones parciales del oxigeno y el nitrogeno
(Hutton y ZoBell, 1949).

Presién parcial O; Presion parcial N2 Consumo por dia Consumo por dia

(%) (%) Muestra A (mL) Muestra B (mL)
0 70 0.00 0.00

10 60 1.05 0.94

20 50 0.88 0.88

30 40 1.05 1.05

40 30 - 0.94

60 10 0.35 0.52

70 0 0.23 0.29

En la Tabla 10, se observa como la velocidad de oxidacion aumenta conforme se
incrementa la presencia de Oz, indicando que se favorece el metabolismo de los metanétrofos

asociado al consumo de CHa4 (Li et al., 2014).
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Tabla 10. Estimaciones de velocidades de oxidacién de metano de células especificas de metanétrofos (x10-°mol cel
h-) a diferentes concentraciones de metano y oxigeno. Tomado de Li et al., (2014).

CHa4
(%) 1 2 5 10 20
02
(%)
5 4.66 8.75 14.2 33.1 69.9
10 5.01 9.05 15 34.2 74.3
15 5.09 9.67 18.5 36.4 =
20 5.72 10.8 18.1 38.1 76.6
35 = = 225 43.3 82.4
55 - - - 47.9 -
75 = = = = 98.7

De acuerdo con la tesis doctoral de Gémez-Borraz (2007), en valores de temperatura
mayores a 30°C, se observé una menor eliminaciéon de metano debido a la menor solubilidad del
oxigeno y del metano; lo anterior se podria remediar por medio del aumento de la concentracion
de metano y de oxigeno lo cual se corroboré con datos experimentales de la Tabla 11 (Gémez-
Borraz, 2017).

Tabla 11. Velocidades de consumo de metano en diferentes relaciones porcentuales CH4/O2 en ensayos de
respirometria heterogénea, t=35°C. Tomado de Gomez-Borraz, (2017)

% CHs | %02 Velocidad de (cgc;;sz’t:‘;no de metano
4 25 58.5+5.8
9 19 61.8+4.9
9 25 60.3 + 5.1

Los ejemplos anteriores son pruebas de la importancia que tiene la cantidad de oxigeno

suministrada en el ambiente de los metandtrofos.
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2.4.2 Ambiente artificial para los metanoétrofos
Partiendo del estudio de los puntos anteriores, se busca generar ambientes artificiales para el

desarrollo de microorganismos oxidantes de metano, haciendo énfasis en la adicion de
nutrientes, por lo que se ha buscado usar diferentes agregados (entre compuestos organicos y
compuestos de nitrégeno), siendo el mas eficiente, la adicion de compuestos con el grupo
formiato (Karthikeyan et al., 2016).

Se han realizado estudios sobre soportes sintéticos utilizando didxido de silicio (SiO2)
lavado con acido, contribuyendo a la adhesion de los microorganismos provenientes de
sedimentos marinos e incrementando la oxidacién del metano de 0.346 mM/dia a 0.629 mM/dia
(Vekeman et al., 2016).

Se ha demostrado la utilidad efectiva del suelo de piedra pomez volcanica para eliminar
niveles altos o bajos de metano, pero en ciertos sitios no esta disponible, por lo que se ha
mezclado con otro tipo de suelo como: suelo de granja-suelo de un estanque de heces de
animales-, carbdn de pino, composta verde de jardin, corteza de pino, logrando mejorar las tasas
de eliminacion de metano, en particular con suelo de granja y carbon al remover mas del 80%
de metano en comparacion con los no inoculados con la piedra pémez volcanica (Syed et al.,
2016).

Se ha utilizado el concreto poroso (con inclusién de aire) como material de empaque en
biofiltros por su alta porosidad; se utilizaron discos de concreto con diametro de 90 mmy 10 mm
de grosor en flujos bajos de metano (0.1% a ~20% v/v), resultando con una alta eliminacion de
metano (desde 11.1 a 16.0 pg de CHs g'h') tanto en altas (~20% v/v) como en bajas
concentraciones (~100 ppmv) de metano en diferentes cultivos de bacterias metanooxidantes
(Ganendra et al., 2015).

Con el fin de aumentar la porosidad del material de empaque para lograr el paso del
oxigeno y asi, favorecer la oxidacién del metano, se ha usado composta mezclada con carbono
obtenido de la pirdlisis o gasificacion de biomasa (como residuos de cultivos agricolas) casi en
ausencia de Oz2; con lo anterior se aumentan los sitios habitables y la retencién de humedad que

favorece la colonizacion de los metanotrofos (Reddy et al., 2014).

Se ha propuesto el uso de un biofiltro con dos fases liquidas para superar las limitaciones
de transferencia de masa derivada de una pobre solubilidad acuosa del metano. Para ello, se ha

experimentado con el crecimiento de metanétrofos hidrofébicos en aceite de silicona para
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disminuir la restriccidon de la solubilidad del metano en la fase organica (donde se encuentran los
microorganismos); sin embargo, no se observo una mejora en las capacidades de remocién entre

microorganismos en fase acuosa y los microorganismos en fase organica (Lebrero et al., 2015).

También, se empleé como material de empaque de biofiltros el carbdn activado poroso, el
cual actua como agente que inmoviliza los metanétrofos para incrementar la eficiencia de
remocion de metano, y se alcanz6 una capacidad de eliminacion final de metano 4 veces mayor
que la oxidacién del experimento control (sin bacterias inmovilizadas). En el experimento control
tuvo una capacidad de eliminacién (CE) de 2 a 2.5 mol h' m- y la CE del biofiltro con carbén
activado, de 8 a 9 molh""m3 (Wu et al., 2017).
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2.4.3 Oxidacion anodxica o anaerobia de metano.
El proceso de oxidacién andxica de metano dependiente de nitrito enlaza de forma singular los

ciclos microbianos del nitrégeno y carbdn. Los aceptores de electrones indicados para el proceso

anaerobio son nitrato, nitrito, sulfato, sulfito, Mn (IV) y Fe (lll)

Se han propuesto estas ecuaciones para la oxidacion (Ettwig et al., 2010; Hu et al., 2014):
5CH, + 8NO3 + 8H* — 5C0O, + 4N, + 14H,0 (1)
3CH, + 8NO; + 8H* — 3CO, + 4N, + 10H,0 (2)

La bacteria Candidatus M. oxyfera puede realizar la oxidacion simultanea de metano y la
reduccion de nitrito a nitrdgeno molecular y utilizar el metano como electrodonador bajo
condiciones anoxicas. La via bioquimica significativa de M. oxyfera fue recapitulada por Ettwing
y colaboradores (2010), planteando que este microorganismo codifica, transcribe y expresa la
via bioquimica completa para oxidacion aerobica de metano, en la que el sustrato metano es
convertido a metanol, formaldehido y ion formiato, llegando a diéxido de carbono como producto
final (Chen et al., 2016; Ettwig et al., 2010).

Otros autores comentan que la posible clave para llevar a cabo la metanotrofia en
condiciones anoxicas es la metandgenesis en reversa (Hallam, 2004). La relacién que existe
entre metanétrofos arquea anaerobios y las bacterias sulfato reductoras estd mediada por el

sulfato (SO4?%) que actlia como aceptor de electrones (Ec. 3; Rehder, 2014).
CH, + SO~ + H* - CO, + HS™ + 2H,0 (3)

Se han acoplado aceptores de electrones artificiales para estimular la oxidacién de metano
sin la participacion del sulfato; ejemplos de los aceptores de electrones son: 9,10-antraquinona
2,6-disulfonato (AQDS) e isbmeros, acidos humicos, complejos solubles de Fe (lll), como citrato
férrico y EDTA-férrico. Con las sustancias anteriores, se ha presentado una velocidad de

oxidacion de 0.1 ymol cm-3dia™ (Scheller et al., 2016).

En biorreactores, se ha estudiado la relacion de la desnitrificacion por medio de la
oxidacién anaerobia de metano o DAMO (por sus siglas en inglés, Denitrifying anaerobic
methane oxidation) con la oxidacién anaerobia de amonio o anammox (acronimo derivado del

inglés); se observd que la poblacion de metanétrofos se especializa en ciertos géneros. En la
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figura 20, se muestra un modelo conceptual de la interaccion de la oxidacion andxica de metano

y la oxidacién anéxica de amonio (Hu et al., 2015).

Figura 20. Modelo conceptual para la interaccion entre los procesos DAMO y anammox en ambientes ricos en metano,
amoniaco y nitrato o nitrito. Flujo de material y flujo de electrones se muestra en lineas continuas y lineas punteadas,
respectivamente. Figura tomada de Hu et al., (2015)
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2.4.4 Mecanismo de accion de la enzima metano monooxigenasa
A continuacion, se presenta el mecanismo de la oxidacién aerobia de metano, el proceso mas

frecuentemente en los metanoétrofos, debido a que el activador oxidante mas comun es el

oxigeno.

El mecanismo de accion de la sMMO tiene pocas similitudes con la familia de las enzimas
citocromo P450, considerado que catalizan reacciones similares de oxidacion. Por lo que se ha
investigado el mecanismo de accion de la enzima MMO con el objetivo de producir catalizadores
sintéticos y acelerar el proceso de oxidacion del metano a metanol. Los sustratos necesarios

para el trabajo de la enzima son Oz, H*, electrones y CHa.

Para la enzima sMMO, se conocen tres componentes: el componente hidroxilasa

(MMOH), el componente regulatorio (MMOB) y el componente reductasa (MMOR) (Figura 21).

Figura 21. Enzima sMMO con los componentes hidroxilasa (verde, amarillo y gris) y reductasa (rosa). Las
interacciones de estos dos componentes generan los cambios conformacionales importantes para que existan
movimientos de protones y electrones en la regidn de los poros, permitiendo la entrada de metano y oxigeno
molecular. Tomado de Lee, (2016).

El componente MMOH es un homodimero formado por dos protdmeros que tienen tres

subnidades distintas, llamadas afy (Figura 22).

Figura 22. El componente hidroxilasa de MMO esta constituida por distintas subunidades a-(verde) 8 (amarillo) y y
(gris). Tomado de Lee, (2016)

53



En la subunidad a, se encuentra el sitio activo diférrico no hemo en un espacio de 12 A;
el O2 reacciona con el sitio activo Fe(ll)-Fe(ll), generando actividad catalitica intermediaria del Oz
(Figura 24).

Figura 23. Sitio de unién entre el componente reductasa e hidroxilasa de la sMMO. a) Estructura del componente
hidroxilasa que muestra una zona contenida en los 12 A del centro diférrico en uno de los monémeros (rojo) y el sitio
de union al componente reductasa (naranja). b) Vista a detalle del poro en la hidroxilasa que muestra los tres residuos

que definen el poro y el atomo de hierro 2+ (Fe1) del centro diférrico. Tomado de Wang, Liang y Lippard, (2015).

Figura 24. Metano monooxigenasa soluble, incluyendo pasos clave de la oxidaciéon de metano a metanol. Tomado de
Rehder, (2014).

Una de las propuestas planteada por Wang, Liang y Lippard del mecanismo de la enzima
sMMO en condiciones oOxicas es la que se describe a continuaciéon. Para iniciar la catalisis, el
componente reductasa (MMOR) suministra dos electrones al centro diférrico por medio de la
unién del poro de la hidroxilasa. En MMOR, el extremo N-terminal de la reductasa tiene un
dominio ferredoxina que contiene un cluster de [2Fe-2S] y la terminal C tiene una flavina adenina
dinucleotida (FAD; Figura 25).
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Figura 25. a) Modelo acoplado en computadora del modelo del dominio proteico ferredoxina del complejo hidroxilasa-
reductasa de sMMO. b) Vista superior de la interface acoplada en el modelo mostrado en a), mostrando el cluster
[Fe2S2] del componente reductasa (amarillo y naranja), el centro diférrico (naranja oscuro) y residuos seleccionados
del componente hidroxilasa. Tomado de Wang, Liang y Lippard, (2015)

El componente regulatorio (MMOB) desplaza al componente reductasa, acoplado a la misma
superficie de la hidroxilasa, formandose el complejo regulatorio-hidroxilasa (MMOB-MMOH) en

una relacion 2:1 (Figura 26).

Figura 26. Estructura cristalina del complejo hidroxilasa-componente regulatorio de sMMO. El componente hidroxilasa
se muestra en azul y el componente regulatorio, en morado. Tomado de Wang, Liang y Lippard, (2015)

El complejo MMOB-MMOH actua de la siguiente forma:

i) Induce cambios conformacionales de residuos de poros que pueden llevar protones al
sitio activo.

ii) Conecta las cavidades hidrofdbicas en la hidroxilasa que conduce desde el exterior al
sitio activo de Fe(ll)-Fe(ll), facilitando una via para Oz y metano para su activacion e

hidroxilacion.
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iii) Cierra el poro restringiendo el acceso de protones al centro Fe-Fe durante la formacion
de los intermedios "Fe202" necesarios para la oxidacion de hidrocarburos (Figura 24).
iv) Inhibe la transferencia no deseada de electrones a los intermedios de Fe20:2

bloqueando la unién de reductasa durante la activacion de Oz

Asi, la molécula de CH4 encuentra su ruta al sitio activo a través de cavidades en sMMO,

reaccionando posteriormente con el intermediario activo Fe202 (Figura 24).

En la Figura 27, se puede observar un acercamiento al sitio activo donde en el panel A
muestra el sitio activo cuando no tiene el componente regulador (MMOB), teniendo el grupo
carboxilato de Glu240 que comunica la zona accesible del disolvente para la liberacion de
protones y electrones; Phe188 cierra el poro para bloquear el acceso de sustrato como el metano
y el oxigeno molecular a los sitios activos de Fe-Fe (esferas azules). Mientras que en el panel B,
se observa el cambio cuando se agrega MMOB que provoca el reordenamiento de las cadenas
laterales del sitio activo, y el Glu240 cierra la region del poro para bloquear la transferencia de
electrones o protones y este reordenamiento se estabiliza mediante el enlace de hidrogeno con
Thr213 (Wang, Liang y Lippard, 2015).

Figura 27. Cambios conformacionales en el sitio catalitico de sMMO. A) En ausencia del componente regulador (MMOB).
B) Con el componente MMOB acoplado. Tomado de Lee, (2016).
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La enzima MMO particulada (pMMO) esta formada por tres polipéptidos alfa (pmoB), betha

(pmoA) y gamma (pmoC) formando un trimero (Figura 28).

Figura 28. Trimero de pMMO con un protémero resaltado. Tomado de Hakemian y Rosenzweig, (2007).
La enzima pMMO contiene uno, dos o tres centros metalicos, de los cuales dos se conoce con

certeza que contiene Cu, y el tercero puede variar con Zn o Cu (Figura 29).

Figura 29. Centros metalicos de la estructura cristalina pMMO. A) De dos iones cobre, b) de uno ion cobre y ¢) un ion
zinc. Tomado de Hakemian y Rosenzweig, (2007)

Existe un desacuerdo sobre el numero, tipo y funcién de los centros de metal asociados
con la MMO particulada, asi como por la naturaleza del donante de electrones fisioldgico. Todos
los modelos coinciden en que el requerimiento para la enzima pMMO de Cu es alto, es decir,
aproximadamente 10 veces mayor que el requerimiento de Cu observado en otros

microorganismos (Semrau, Dispirito y Yoon, 2010).
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La metanobactina puede formar enlaces con el ion Cu(l) sin cambiar el estado de

oxidacion, o tomar iones Cu(ll) para después reducirlo a Cu(l).

Con analisis de calorimetria isotérmica, se descubrié que la metanobactina de M.
trichosporium OB3b (Figura 30) se une al Cu como un tetramero con una constante de enlace
inicial de 3.3x10%4£3.0x10"" M-', aproximadamente 17 a 19 6rdenes de magnitud mayor que la
unién de otros metales a la metanobactina. Y se estudiaron las constantes de enlace cambiando
la proporcién de Cu(ll) y se observo que en 0.25 (cobre respecto metanobactina) es mayor en
dos o6rdenes de magnitud que 0.5 de Cu por metanobactina. Con la informacion anterior,
aparentemente la metanobactina es el primer ejemplo de calcéforo o de un mecanismo
microbiano extracelular para tomar Cu especificamente del ambiente (Semrau, Dispirito y Yoon,
2010).

Figura 30. Estructura propuesta para la metanobactina de Methylosinus trichosporium OB3b. Tomado de Semrau,
Dispirito y Yoon, (2010).

Existen cuatro propuestas sobre la fuente reductora y la estructura de la pMMO, los

detalles se encuentran resumidos en la tabla 12.
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Tabla 12. Caracteristicas de diferentes modelos de contenido y fuente reductora de pMMO. Tomado de Semrau,
Dispirito y Yoon, (2010).

. Modelo
Propiedad
I 1 11 \Y]
Metales Numero de atomos por subunidad aBy-"
Cu aBy’ 3 15 2-3 2-3
Fe apy’ 0.75 0.17 1-2 1.2
Cu-mb aBy’ 0 0 0 6-8
Reductor Ubiquinol NADH/Ubiquinol MDH Ubiquinol/Cu-
ferrocitocromo mb
Sitio activo Cluster de Cu Centro de Cu No Centro
dinuclear trinuclear identificado diférrico

Cu-mb: cobre asociado a metanobactina

En la figura 31, se observa la via propuesta de oxidacion de metano con la enzima pMMO
en células cultivadas en altas y bajas concentraciones de cobre. La presencia de cobre en la
célula del metandtrofo repercute en la regulacion de la actividad enzimatica y en la expresion de
los genes que codifican para las enzimas MMO, que puede ser positiva para la enzima pMMO
(en azul) y regulacion negativa para la enzima sMMO (en rojo). Aun se mantiene el estudio

especifico del papel del cobre de esta via metabdlica (Semrau, Dispirito y Yoon, 2010).

Para la oxidacién del metano por parte de la enzima sMMO (en rojo; Figura 31), el proceso se

describe a continuacion:

1) el metano se oxida en el sitio activo de la subunidad a en el citoplasma de la célula
bacteriana.

2) El metanol es expuesto al periplasma donde es oxidado por la enzima metanol
deshidrogenasa (MDH) utilizando como cofactor la pirrolquinolina quinona (PQQ) y
usando como agente oxidante el citocromo c oxidado (Cyt C ox) formandose
formaldehido.

3) En este punto existe una bifurcacion de destinos para el formaldehido; uno es el que
lo utiliza para la fijacion de material celular por medio del ciclo de la serina o el ciclo de
la RuMP. EI formaldehido que se oxidara regresa al citoplasma y con la enzima
formaldehido deshidrogenasa dependiente de NAD(P) y con ayuda del agente

oxidante y cofactor NAD*, es oxidado a acido férmico.
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4) El acido formico es oxidado a didxido de carbono por medio de la enzima formiato

deshidrogenasa con NAD*.

Para la oxidacién del metano por parte de la enzima pMMO (en azul), las diferencias

radican en que pMMO esta asociada a la membrana y el sitio catalitico depende de cobre. Los

pasos 2 y 4 son similares a los descritos anteriormente:

1)

el metano se oxida en la zona intermembranal donde esta la enzima pMMO con el
suministro de agente oxidante por parte del complejo Il (Cyt. bc1) de la cadena de
transporte de electrones

En este punto existe una bifurcacion de destinos para el formaldehido; uno es que se
utiliza para la fijacion de material celular por medio del ciclo de la serina o el ciclo de la
RuMP.

Otro camino es la oxidacion en una reaccién catalizada por la enzima formaldehido
deshidrogenasa independiente de glutatién (D-FalDH) que se encuentra asociada a la

membrana y utiliza como cofactor la PQQ (Zahn et al., 2001).
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Figura 31. Via propuesta de oxidacion de CH4 en células cultivadas en altas y bajas condiciones de Cu. La regulacion
que favorece la expresion génica de las proteinas en presencia de cobre a alta concentraciéon se muestra en azul;
mientras que la regulacion que favorece la expresion de proteinas en presencia de cobre a baja concentracion se

muestra en rojo. Cyt: citocromo; DFalDH: formaldehido deshidrogenasaligada al tinte/quinona; FDH: formato
deshidrogenasa; N-FalDH, NAD(P)-ligada a formaldehido deshidrogenasa; NDH-2, deshidrogenasa NADH tipo 2;
pMMO: metano monooxigenasa particulada; Q: Ubiquinona; FAD: flavin adenin dinucleotido; MDH: metanol
deshidrogenasa; PQQ pirrolquinolina quinona; sMMO metano monoxigenasa soluble; RuMP, ribulosa monofosfato
Tomado de Semrau, Dispirito y Yoon (2010).
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2.5.1 El sulfuro de hidrégeno en la naturaleza.
El sulfuro de hidrogeno (H2S) es un gas inorganico incoloro, de mal olor, que en

concentraciones mayores a 0.13 ppm presenta olor a huevo putrefacto y perceptible a partir de
0.002 ppm. Es mas denso que el aire y tiene una solubilidad en agua de 3.85 g por kg de agua

a 1 atm a 20°C, por lo que se considera muy soluble (Caceres et al., 2014).

El H2S se encuentra en forma natural en gases de volcanes, manantiales de azufre,
emanaciones de grietas submarinas, pantanos, ciénagas y llanuras cubiertas por las mareas,
sedimentos marinos, manantiales sulfurosos y sistemas hidrotermales que lo liberan. Por lo
regular, estos habitats se encuentran a altas temperaturas y en condiciones acidas o en

condiciones mesofilicas a pH acido, neutro o alcalino.

Las fuentes industriales del H2S estan en la produccion y transporte de petréleo y gas,
refinerias, plantas de gas natural, plantas petroquimicas, hornos de coque, industria alimentaria,

industria del papel, plantas depuradoras de aguas residuales, entre otras.

A pH fisiolégico (aproximadamente de 7.4), este compuesto se encuentra de forma
predominante como HS". La molécula del sulfuro de hidrégeno tiene dos protones disociables y

pueden ser sustituidos por ataque nucleofilico (Ono et al., 2014).

Se sabe que el azufre se oxida a azufre elemental (S°), iones tiosulfato (S203%), iones sulfito
(S03%), dioxido de azufre (SOz2) y iones sulfato (SO42; Ec. 4-8; Nielsen, Vollertsen y Hvitved-
Jacobsen, 2003); casi cualquier agente oxidante (aceptor de electrones) es capaz de realizar

estas reacciones:

2HS™ (a) + 02y = 25° + 20H™  (4)
2HS ™ (a¢) + 2045 = S,0,°” 4 20H" (5)
2HS™ (ag) + 3024 = 250,%” + 2H*  (6)
2H,S(g) + 3024 = 2505, + 2H00)  (7)
2HS™ (ag) + 4045 = 250,%” + 2H* (8)

El ion sulfuro es soluble con facilidad en agua, obteniéndose un aumento de pH por dicho

equilibrio acido-base:
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S2 + 2H,0( S 2HS™ (3¢) + 20H™ (3¢ pKal =129 (9)
Y se puede seguir la protonacion, si el medio reacciona con los radicales OH" y disminuye el pH:
HS_(ac) + HZO(I) =Y HZS(g) + OH_(ac) pka2 = 6.9 (10)

Existe un ciclo por medio del cual el azufre es consumido y excretado al ambiente por los seres
vivos que se observa en la Figura 32, pasando desde HS-, S° SQO4% y azufre organico. En la

Figura 32 se muestra en un recuadro punteado el proceso que es de interés en este trabajo.

Figura 32. Ciclo biogeoquimico del azufre. Tomado de Espinoza, Revah y Le Borgne, (2010)
El papel biolégico del H2S radica en ser la fuente de azufre para asimilacién en las células y su
incorporacion en compuestos organicos; o puede ser un donante de electrones (Dahl, Friedrich
y Kletzin, 2008a).

La emisién de H2S puede ser resultado de la reduccién del sulfato y se ha vuelto un serio
problema de salud y de seguridad ecoldgica. Por lo que se ha buscado su reduccién a partir de
diversos métodos como el incremento del potencial de 6xido-reduccion en el medio del par redox

que involucre al ion S?; la inhibicién de la actividad de las bacterias sulforreductoras; la
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eliminacién quimica del sulfuro de hidrogeno y la aplicacion de compuestos que eviten la

produccion de sulfuro de hidrégeno (Talaiekhozani et al., 2016).

2.5.2Toxicidad del sulfuro de hidrégeno

El H2S es téxico en concentraciones mayores a 300 ppm, concentracion a partir de la cual

comienzan a presentarse efectos irreversibles a la salud (SIGMA-ALDRICH, 2017). En la Tabla

13 se muestran los efectos en la salud ante la exposicidn de este gas a distintas concentraciones.

Tabla 13. Efectos del sulfuro de hidrégeno en distintas concentraciones en el ser humano (SIGMA-ALDRICH, 2017).

Concentracion de H2S
(ppm)
0.13

20

>100

250
(exposicion prolongada)

>500

>700

1000-2000

5000

Efectos en el humano

Deteccion olfativa

Irritacion en membranas mucosas de los ojos y del

tracto respiratorio

Fatiga olfativa rapida

Edema pulmonar

Somnolencia, mareo, excitacion, cefalea, marcha
inestable y otros sintomas sistémicos.

Pérdida del conocimiento, ansiedad

Hiperpnea, colapso rapido e inhibicién respiratoria.
Absorcidn rapida puede causar coma

Muerte inminente

Para explicar la toxicidad del H2S es necesario recordar que en las mitocondrias de células

eucariontes se lleva a cabo el proceso llamado Cadena de transporte de electrones (Figura 33).
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Figura 33. Cadena de transporte de electrones. En nimeros romanos se muestran los complejos que forman la cadena
respiratoria.

La cadena de transporte de electrones o la cadena respiratoria esta organizada por complejos
supramoleculares embebidos en la membrana mitocondrial; estos complejos pueden ser
separados fisicamente en 5 complejos con un tratamiento adecuado con detergentes de la
membrana mitocondrial. Cada complejo es capaz de catalizar la transferencia de electrones en
una parte de la cadena. El complejo | y Il catalizan la transferencia de electrones a la ubiquinona
desde dos diferentes donadores de electrones: NADH (en el complejo I; Figura 34-A) y succinato
(en el complejo IlI; Figura 34-B). El complejo Il lleva los electrones de la ubiquinona reducida
(Figura 34-C) al citocromo c¢ (Figura 34-D); y el complejo IV completa la transferencia de

electrones desde del citocromo c¢ al O2 (Nelson y Cox, 2013).
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Figura 34. Estructura de las especies quimicas que intervienen en la cadena de transporte de electrones. A) NADH; B)
Succinato; C) Ubiquinona; D) Citocromo c.

Estas reacciones estan acopladas a la generacion de un gradiente de protones por los
complejos |, Il y IV. Dicho gradiente es utilizado para generar ATP mediante el complejo ATP

sintasa, también llamado complejo V.

La molécula H2S es toxica para el ser humano porque bloquea la enzima citocromo ¢ oxidasa
(complejo 1V) de la cadena de transporte de electrones mitocondrial. Este complejo es el eslabon
final del transporte de electrones y es necesario para oxidar componentes del complejo 1V,
reducir el Oz transportado por la hemoglobina y generar un gradiente de protones (H*). El
complejo IV contiene dos grupos hemo llamados citocromo a y citocromo a3, que contienen iones

Fe(ll) en el sitio reactivo.

El mecanismo de bloqueo consiste en que tres moléculas de H2S se unen al citocromo aa3
provocando una inhibicion de tipo competitiva (el H2S ocupa el sitio activo que deberia ocupar el
Oz, i.e. el sustrato), interrumpiendo el transporte de electrones del cual depende el transporte de
protones para la sintesis de ATP por la ATP sintasa (Szabo et al., 2014). Este bloqueo del
citocromo a3 inhibe la produccion de energia, por lo que los tejidos susceptibles a esta inhibicidn
de energia son afectados. Los tejidos que manifiestan dicha afectacion con mayor evidencia son
las membranas mucosas y tejidos con alta demanda de oxigeno, como el tejido nervioso y
cardiaco (INSHT, 2011; Jiang et al., 2016).
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2.5.3 Oxidacion y eliminacion del sulfuro de hidrégeno
El estado de oxidacion del atomo de azufre en el sulfuro de hidrogeno es de -2, siendo este el

estado estable de menor oxidacién. La estequiometria de las reacciones posibles que puede
tener S?- es compleja por los diversos productos e intermediarios que se pueden formar (Ec.4 a

8; Nielsen, Vollertsen y Hvitved-Jacobsen, 2003).

Existen métodos en los que se da un tratamiento al H2S producido por medio de:
i) precipitacion quimica de Hz2S por adicion de Fe (ll) o Fe (lll) directamente al agua residual,
ii) ventilacién de redes de recoleccidn de aguas residuales para la eliminacion posterior por
métodos fisicos, quimicos y bioldgicos; iii) oxidacion biolégica por adicion de donadores de
electrones (nucledfilos) como nitratos y nitritos al agua residual; y iv) la aplicacion de oxidacion

avanzada (Talaiekhozani et al., 2016).

Otros métodos actuales de eliminacién de H2S sobre corrientes gaseosas son: i) el uso de
columnas con material rico en carbono obtenido por descomposicion térmica de biomasa
(residuos agricolas/forestales, cultivos energéticos, etc.) en condiciones de limitacién de oxigeno
(Kanjanarong et al., 2016), con escoria de cemento (Ng, Xie y Leung, 2016), ii) uso de
nanocompuestos de Cu-Fe cargados con oxidacion simultanea en bajas temperaturas (Li et al.,
2017) vy iii) el uso de biofiltros con material de empaque de bagazo de cana para bajas
concentraciones de Hz2S (>120 ppmv). En procesos de eliminacién de H2S en PTAR, la oxidacion
quimica del H2S puede ocurrir de forma espontanea en el agua residual. Se sabe con certeza
que pentasulfuro (Ss%) y tetrasulfuro (S4%) son las especies iniciales predominantes en la

oxidacion quimica por oxigeno en condiciones alcalinas (Chen y Morris, 1972).

Diversos factores se involucran en la estequiometria y la cinética de la oxidacion del H2S
como la relacibn molar sulfuro-oxigeno, pH, temperatura, fuerza idnica y la presencia de
catalizadores o inhibidores. En general, el exceso de oxigeno favorecera productos con un
estado de oxidacion mas altos (como iones sulfato); las velocidades de reaccion de oxidacion
aumentan conforme aumentan el pH y la temperatura (Nielsen, Vollertsen y Hvitved-Jacobsen,
2003).

Se han desarrollado catalizadores para mejorar la rapidez de la reaccion de oxidacion del
sulfuro de hidrégeno y se ha ocupado la sintesis general de carbonos alcalinos mesoporosos
(AMCs, por las siglas en inglés) sobre la base de un método simplificado de plantilla de silice. En
este método, los puntos importantes para que se lleve a cabo la reaccién de oxidacion son: una

67



buena disolucién de las plantillas de silice para crear la estructura mesoporosa interconectada y
dejar partes de los productos alcalinos en los poros, siendo un material efectivo para la
eliminacion de H2S (Zhang et al., 2017).

De acuerdo a la revision realizada por Abatzoglou y Boivin (2009) la absorcién quimica de
H2S se lleva a cabo por la afinidad que tiene el S* con cationes metalicos y este proceso se
puede realizar en dos categorias: 1) mediante al oxidacion de S a S° o 2) basado en la captura

de S% a partir de la precipitacion de las sales metalicas poco solubles en agua.

En la primera categoria se tienen las siguientes reacciones involucradas con Fe(lll)-
HEDTA a pH de 6.5 (Ec. 10) y la regeneracion del ién Fe(lll) con el suministro de O2 (Ec. 11)
(Abatzoglou y Boivin, 2009; Philip y Brooks, 1974):

2Fe3t + H,S —» 2Fe?* + S+ 2H (1)
2Fe?* +20, + H,0 - 2Fe* + 20H™ (12)

Otros procesos involucrados en el tratamiento del H2S contenido en el biogas son LO-
CAT® y Sulferox® los cuales son procesos patentados donde se involucra la oxidacién catalitica
por medio de complejos de Fe(ll) y Fe(lll) con EDTA (acido etilendiaminotetraacético) para evitar
la precipitacion de hidréxido de hierro (I) (Fe(OH)2) o sulfuro de hidrogeno (FeS); en estos
procesos existe la regeneracion redox para reutilizar los cationes (Abatzoglou y Boivin, 2009;
Noyola et al., 2006).

En la segunda categoria del proceso de eliminacion de Hz2S es la conversion de los iones
S?% en sulfuros metalicos poco solubles en agua, usando condiciones de pH por debajo de la
neutralidad. Existe otra opcion donde no se involucra una fase liquida como es el uso de una
esponja de hierro (formado de una mezcla de 6xidos Fes3Os [Fe203.FeQ]) que funciona como
absorbente de H2S; se recomienda para bajos flujos de gas y bajas concentraciones de H2S; las
relaciones de eliminacion son del 2.5kg H2S/kgFe203 (Baspinar et al., 2011). En este proceso

estan presente las siguientes reacciones quimicas:
Fe,0; + 3H,S — Fe,S; + H,0  (13)

Fe,S; +20, - Fe,0; +3S  (14)
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El azufre forma parte esencial en el ambiente y los seres vivos, teniéndose identificado el
ciclo biogeoquimico de este elemento, en el que participan diferentes microorganismos, ya sea

bacterias quimioétrofas o fototrofas.

Los microorganismos sulfooxidantes son litétrofos porque obtienen equivalentes
reductores de compuestos inorganicos y dentro de éstos, pueden ser fototrofos (obtienen energia

de la luz) y quimiotrofos (obtienen energia mediante reacciones quimicas.

Los microorganismos quimiotrofos que oxidan compuestos reducidos de azufre (posibles
donadores de electrones) para proveerse de energia, por lo regular, tienen como producto final
iones sulfato. Los compuestos de azufre que comunmente forman parte de la generacién de
energia son H2S, S°y S203%. De lo anterior, se ha demostrado que existen al menos 3 rutas de

oxidacion del azufre en los microrganismos quimiolitétrofos (Figura 21):
1) conversion directa de S?- a SO4% por el Sistema Sox;

2) conversion de S? pasando a sulfito (SO3%) y terminando en iones SO4% con la enzima

sulfito oxidasa -ruta mas comun entre estos microorganismos-;

3) de nuevo la conversién de iones S que pasa a SOs? y por la accion de la actividad de
la enzima adenosina fosfosulfato reductasa (APS reductasa) -enzima esencial en las bacterias

reductoras de sulfato- los iones SO32 se convierten a SO42.
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Figura 35. Oxidacion de compuestos reducidos de azufre por quimiolitotrofos del azufre. Etapas en la oxidacién de
diferentes compuestos reducidos del azufre. Se conocen tres rutas diferentes. Compuestos involucrados: HS": sulfuro;
SO: Azufre; S203%: Tiosulfato; SO3%: sulfito y SO4%: Sulfato. Tomado de Madigan et al. (2015).

En general, las bacterias sulfooxidantes usan oxigeno molecular (O2) como aceptor final
de electrones (Ecuaciones 15 y 16), sin embargo, en ausencia, algunas especies como
Thiobacillus denitrificans ocupan iones nitrato (NOs"; Ecuacion 17; Espinoza, Revah y Le Borgne,

2010; Guerrero et al., 2016):
H,S + 20, - S0,*~ + 2H* (15)
2HS™ + 0, + 2H* — 2S° + 2H,0 (16)
2S° 4+ 2H,0 + 30, - 250,%” + 4H* (17)

552~ + 8NO;~ + 8H* - 550,°” + 4N, + 4H,0 (18)

Filogenéticamente, estos microorganismos se encuentran identificados en tres phyla de

Bacteria (Proteobacteria, Aquificae y Deinococcus-Thermus) en los géneros Acidianus,
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Acidithiobacillus, Aquaspirillum, Aquifex, Bacillus, Beggiatoa, Methylobacterium, Paracoccus,
Pseudomonas, Starkeya, Sulfolobus, Thermithiobacillus, Thiobacillus y Xanthobacter; los cuales
son procariones aerobios sulfooxidantes y se desarrollan en ambientes mesofilicos. También,
existen bacterias anaerobias sulfooxidantes fototréficas que son neutrofilicas y mesofilicas
pertenecientes a los géneros como Chromatium, Clorobium, Rhodobacter, Rodopseudomonas,

Rhodovulum, y Thiocapsa (Friedrich et al., 2001).

Los microorganismos quimiolitétrofos se pueden encontrar donde exista H2S en forma
natural que, por lo regular, son habitats a altas temperaturas y condiciones acidas (donde pueden
habitar los termofilos Gram positivos del género Sulfobacillus) o condiciones mesofilicas a pH
acido, neutro o alcalino (donde se pueden encontrar microorganismos del phylum

Proteobacteria).

2.6.1 Condiciones en los habitats de los sulfooxidantes
En los microorganismos sulfooxidantes se han identificado caracteristicas ambientales

bajo las cuales pueden desarrollarse de forma favorable. Para la temperatura Optima se ha
determinado en un intervalo entre 25 y 40°C en un ambiente mesofilico y si se encuentra por
encima o por debajo de este intervalo de temperatura, la oxidacién se observa notablemente
afectada; sin embargo, también se han reportado la presencia de microorganismos termdfilos
que viven a temperaturas entre 60-90°C (Liu, Beer y Whitman, 2012). También, estos
microorganismos disminuyen el pH del ambiente en donde metabolizan el azufre (Rabbani et al.,
2016) y, a pesar de lo anterior, se ha determinado un amplio intervalo de pH para el habitat de

las diferentes especies de sulfooxidantes. En la tabla 14 se resume esta variabilidad.

Tabla 14. Valores de pH de diferentes especies de sulfooxidantes (Rabbani et al., 2016).

Especie pH 6ptimo para el crecimiento
Thiobacillus denitrificans 6.8-7.4
Thiobacillus thioparus 5.5-7.0
Acidithiobacillus thiooxidans 1.8-2.5

A valores de pH superiores a 5, la fraccion disponible de H2S disminuye debido a la
disociacion que existe en HS", volviéndose soluble en agua por el equilibrio acido-base (Long
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et al., 2016) y, por ende, se reduce la transferencia del liquido a gas, lo que favorece la oxidacion
del sulfuro de hidrégeno en fase acuosa, por medio de la oxidacidon quimica o la oxidacion
biolégica, produciéndose polisulfuros y iones tiosulfatos (Gonzalez-Sanchez, Revah vy
Deshusses, 2008).

Existen ciertos componentes que podrian inhibir el proceso de oxidacion del sulfuro, como
es el nitrato, efecto que se ha seguido a concentraciones de 660 mg NOs'N/L (Fajardo et al.,
2014). Se ha reportado una inhibicion por metales de transicion como Zn, Cu a concentraciones
0.5y 1.0 mg/L. Ademas, los compuestos con grupos funcionales tioles (R-SH) interfieren con la
oxidacion de H2S por interaccion hidrofilica, asi como se presenta la inhibicion por polisulfanos

(H2Sn) por interaccion hidrofébica (Guerrero et al., 2016; Roman et al., 2016).

2.6.2 Oxidacion anoxica y oxica
Existen especies sulfooxidantes que se desarrollan en ambientes andxicos, en este caso ocupan

nitrato, mediante la desnitritificacion autotréfica, que consiste en la oxidacion del sulfuro y otros
compuestos reducidos de azufre por 6xidos de nitrogeno (Ec.18 al 20) produciendo iones sulfato
y nitrégeno elemental. Ejemplo de estos microorganismos son las bacterias fototrofas verdes y
purpuras, algunos quimiolitétrofos estrictos (como Thiomargarita y Thiomicrospira) o facultativos
(por ejemplo, Beggiatoa). Los mas estudiados son Thiobacillus y Achromatium (Guerrero et al.,
2016; Madigan et al., 2015).

55,05%" 4+ 8NO;~ + H,0 — 10S0,%~ + 4N, + 2H*  (19)
55° + 6NO;~ + 2H,0 = 550,°” + 3N, + 4H*  (20)

La oxidacién biolégica de H2S en condiciones Oxicas, se ve representada por la reaccion

biologica total mostrada en Ec. 21:
H,S + 20, - S0,°” + 2H*  (21)

En este proceso (Ec. 21) se produce S°o SO4? dependiendo de la proporcién de O2 que exista
en el aire tratado. La mayoria de estos organismos son aerobios estrictos (Quimiolitétrofos del

azufre, Thiobacillus, Beggiatoa, etc).
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2.6.3 Bioquimica de la sulfooxidacion
Debido a los diversos estados de oxidacion del azufre (de -2 a +6) existe una amplia

variedad de enzimas y conjuntos enzimaticos para oxidar y reducir compuestos de azufre.
Ejemplos de enzimas que oxidan compuestos de azufre son tiosulfato quinona oxidorreductasa
(TQO), tetrationato hidrolasa (TetH) y el sistema multienzimatico Sox (estudiado en Paracoccus
denitrificans). La bioquimica de la oxidacion de compuestos de azufre es extensa, por lo que se

enfocara unicamente en los que toman como sustrato el Hz2S.

Existen vias de oxidacion de sulfuro mediadas por la enzima Flavocitocromo ¢ sulfuro
deshidrogenasa (FccAB) y, como se muestra en la seccion verde de la Figura 36, el aceptor de
electrones es el citocromo ¢ 550 oxidado (CycA ox), pasando a formar S° o polisulfuros (Friedrich
et al., 2001; Dahl, Friedrich y Kletzin, 2008a).

La enzima sulfuro quinona reductasa (Sqgr) es una proteina integral de la membrana
celular interna y es una oxidorreductasa dependiente de quinona; el sitio activo de la Sqgr se
encuentra orientado hacia el periplasma. Probablemente sea la via mas comun para la oxidacion

de sulfuro de hidrégeno, aunque no ha sido bien descrita. (Dahl, Friedrich y Kletzin, 2008a)
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Figura 36. Posibles rutas metabdlicas propuestas para el sulfuro de hidrégeno. Es posible que no todas las rutas y
enzimas estén presentes en un solo organismo. Adaptado de Dahl, Friedrich y Kletzin, (2008b)

Otra forma de clasificar el mecanismo de oxidacién del sulfuro de hidrégeno es segun su

requerimiento de oxigeno. Existen dos vias de oxidacién del sulfuro de hidrégeno (Figura 37):

1) Ruta para oxigeno limitante que, como su nombre lo dice, esta presente cuando hay

oxigeno limitado y el aceptor de electrones es NAD™.

2) Ruta para oxigeno abundante, en la que el aceptor de electrones es el Oz.
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Figura 37. Via de reaccién propuesta que dirige la formacion de S° y SO4% de la oxidacion biolégica de sulfuro. Las
lineas punteadas representan la Ruta para limitacién de oxigeno (RLO), y las lineas sélidas representan la Ruta con
suficiente oxigeno (RCO). La UB-pool= fuente de ubiquinona, Q/QH2 = quinona oxidada/reducida, cyt-pool = fuente de
citocromo Tomado de Kiok et al., (2012)

Los electrones resultantes de la oxidacion del sulfuro entran en la cadena respiratoria al
nivel de los citocromos tipo C (Figura 38) y con la participacion de la flavocitocromo ¢
oxidorreductasa (FCC). Como ya se mencion6, FCC forma parte del sistema respiratorio y HS-
se oxida a S9 con el citocromo C como aceptor de electrones. Las enzimas FCC y Sqr se
relacionan por tener un ancestro en comun y un dominio catalitico similar (flavina; Klok et al.,
2012).

Figura 38. Estructura del citocromo c. Son proteinas encargadas del transporte de energia quimica en todas las
células vivas. Tomado de Hoffmeier, (2006)
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Se ha identificado altas concentraciones de H2S en el biogas producido en digestores anaerobios
desde 400 ppm hasta 5000 ppm (Rands et al., 1981; Namgung, Ahn y Song, 2012; Souza,
Chernicharo y Melo, 2012; Cherosky y Li, 2013).

En 2009, Yu y colaboradores reportaron el efecto del H2S en la biooxidacion del CH4 en minas
de carbdn donde se detectd una ligera inhibicidén en diferentes concentraciones de H2S (Yu et al.,
2009).

Sin embargo, en otro estudio se realizaron pruebas con residuos solidos municipales a
concentraciones mayores al 20% de metano, encontrando que el H2S no inhibe la oxidacion de
metano (Long et al., 2013). Se ha reportado que ciertos metanotrofos como Methylomicrobium
album no resultan afectados en su capacidad de oxidar metano a concentraciones muy bajas de
H2S, a 70 ppm-700 ppm (0.007-0.07% v/v; Caceres, Gentina y Aroca, 2014).

No obstante, la actividad general metanétrofa se reduce a bajas concentraciones de metano
(menores a 5%) y mas en tierra de vertedero, que en residuos municipales (Long et al., 2013).
Se han realizado estudios cinéticos con la especie Methylocystis sp (aislada de un relleno
sanitario) en los que se observé la inhibicion de la oxidacion de metano a una concentracion de
200 ppm de H2S (Lee et al., 2011).

Algunas de las cepas mas generalizadas en sistemas de oxidacion de emisiones gaseosas,
como Methylosinus trichosporium OB3b, pueden ser inadecuadas para la conversion de CHas

presente en biogas, ya que pueden ser inhibidas por H2S o0 amoniaco (Ge et al., 2014).

Los metandétrofos tipo Il presentaron mayor tolerancia al H2S y mas abundancia que los tipo |
(Long et al., 2013). Se han hecho estudios particulares con ciertas especies de microorganismos
y se ha encontrado que la capacidad de oxidacion del metano de Methylocystis sp. disminuye
por la presencia de H2S, a una concentracion de 500 ppm (0.05%), mientras que
Methylomicrobium album es mas resistente a la presencia de H2S (Caceres, Gentina y Aroca,
2014).

Se han aislado microorganismos metanétrofos como la bacteria Methylocaldum sp. (SAD2) y
Methylocystus parvus OBBP resistentes a altas concentraciones de H2S (500-1000ppm)

manteniendo su metabolismo funcional (Zhang et al., 2016). También, se ha encontrado un
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microorganismo metanaétrofo facultativo Sphingopyxis sp. (MD2) capaz de degradar H2S como,
dimetil sulfuro y metanoetiol. Este microorganismo expresa la enzima pMMO vy resultd
filogenéticamente diferente de los ya conocidos géneros de los metanoétrofos (Lee, Kim y Cho,
2012).

En investigaciones realizadas en un biofiltro, a escala de laboratorio (Figura 39A), para el
tratamiento anaerobio de aguas residuales municipales, se encontré que el crecimiento de un
cultivo metanodtrofo se ve detenido a 750 ppm (v/v) de H2S. La velocidad de degradacion de
metano y la velocidad de produccién de CO2 disminuyen a partir de 200 ppm (v/v; Sanchez
Rodriguez, 2015; Ruiz Ruiz, 2017). En un biofiltro escala piloto (Figura 39B), la degradacion del

metano se ve disminuida en una concentracion a 500 ppmv de H2S (Huete Chevez, 2017).

B)

Figura 39. A) Biofiltros escala laboratorio con empaque de composta y esponjas de poliuretano y medidas del biofiltro.
B) Biofiltro con empaque de composta escala piloto y medidas del biofiltro. Tomado de Gémez-Borraz, (2017) y Huete
Chevez, (2017).

Como ya se ha mencionado antes, en la biofiltracion de emisiones gaseosas en PTAR
pequefias existe la presencia de Hz2S en el biogas que provoca interferencias en el proceso de
oxidacion del CH4. Siendo este uno de los mayores retos, la inhibicidon de metanétrofos por medio

de la presencia de H2S en el biogas (Zhang et al., 2016).
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La posible explicacion para la inhibicion de la oxidacion de metano causada por H2S, puede
ser una inhibicion competitiva y esto se respalda por estudios con compuestos sulfurados como
metanotiol (CH3SH) y dimetil sulfuro (CH3SCHs; Fuse et al., 1998; Borjesson, 2001). Ademas, la
toxicidad que presenta el H2S es debida a su efecto sobre las actividades enzimaticas de la
cadena de transporte de electrones (en especifico en el complejo 1V) de los seres aerobios, como

lo son la mayoria de los metandtrofos (Szabo et al., 2014; Yu et al., 2009).
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Para tener un estudio a mayor profundidad de lo que sucede en el biofiltro durante la oxidacién
de CHas y H2S es necesario buscar el apoyo de herramientas de Biologia Molecular, para estudiar
los microorganismos en su ambiente natural (ecologia microbiana) y conocer como pueden variar
los metanaotrofos de acuerdo con los sulfooxidantes y viceversa. Finalmente, esa dinamica entre

los microorganismos se reflejara en la capacidad de oxidacion del CHs y del H2S.

De acuerdo con Cabrol y Malhautier (2011), existen diversas formas de estudiar la ecologia
microbiana; la técnica de estudio que se usara dependera de lo que se quiera saber. Como

ejemplo, se pueden conocer:

1. La densidad bacteriana. Esta es la masa total del conjunto de la poblacion en un volumen
determinado de medio de cultivo (Romero Cabello, 2007). Utilizando tincién con DAPI
(4',6-diamino-2-fenilindol).

2. La diversidad bacteriana. Los parametros que se estudian son la variabilidad espacial y
temporal; asi como otros factores comunitarios que impulsan la funcién del ecosistema,
tales como la diversidad funcional de los microorganismos.

3. La estructura de comunidad microbiana. Se busca conocer la variabilidad espacial,
temporal o entre réplicas; estudiar la estratificacion (la separacion de poblaciones en

capas) y la homogeneidad.

En los biofiltros no es posible analizar el genoma de solo una especie de microorganismos;
en su lugar, se extrae el DNA de todos los microorganismos contenidos en la muestra ambiental.
A la rama que estudia el conjunto de varias comunidades de diferentes especies en una muestra

ambiental se denomina metagendmica (Talbot et al., 2008).

La extraccion de DNA requiere ser de buena calidad debido a que de esto dependera la
calidad del analisis del material genético resultante de la muestra analizada. Por lo tanto, es un
proceso que requiere realizarse con sumo cuidado para obtener la concentracién suficiente para

analisis y con un buen grado de pureza (Allen y Banfield, 2005; Ruiz Ruiz, 2017).

Para conocer la ecologia microbiana, existen diversas técnicas de identificacién de la

huella molecular en genética bacteriana. Estos se muestran en la Tabla 15.
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Tabla 15. Técnicas de Biologia Molecular de primer acercamiento usadas en analisis de ecologia microbiana en biofiltros.

Técnica

¢En qué se basa?

Investigacion con biofiltros
usando la técnica
correspondiente

DGGE
(Electroforesis en gel
con gradiente
desnaturalizante)

Diferencias en longitud y secuencia
amplificando la secuencia especifica
del gen de la subunidad 16S rRNA

(Ruiz Ruiz, 2017)

PCR
(Reaccion en cadena
de la polimerasa)

Propiedad natural de las enzimas DNA
polimerasas para replicar hebras de DNA
utilizando ciclos de altas y bajas
temperaturas alternados para separar las
hebras de DNA recién formadas entre si en
cada fase de replicacién y, dejar que las
hebras de DNA vuelvan a unirse para poder
duplicarlas nuevamente.

(Baker, Smith y Cowan, 2003)

gPCR
(PCR cuantitativa o
en tiempo real)

Mismo fundamento que PCR convencional
solo que se agrega un fluoréforo y se
emplea un termociclador con sensores para
medir fluorescencia. Esto permite medir la
tasa de amplificacion de uno o mas
productos especificos. La medicion sigue a
lo largo del proceso de amplificacion.

(Kim, Jeong y Cho, 2014)

RT-PCR
(Reaccion en cadena
de la polimerasa con
transcriptasa inversa)

Reconoce secuencias de RNA por
medio del DNA obtenido

(Pirolli et al., 2016)

FISH
(Hibridacion con
fluorescencia in situ)

Detecta secuencias especificas de
DNA

(Diniz Bezerra, 2015)

SSCP
(Polimorfismo de
Conformacion de
Cadena Sencilla)

Rastreo de mutaciones usada en el
diagnostico molecular basada en la
migracion electroforética del DNA.

(Vital-Lopez et al., 2016)

ITS
(Espaciador
transcrito interno)

Secuencia de las regiones de DNA genes
independientes para cierto RNA ribosémico
(rRNAs) Estos genes parecen ser casi
idénticos entre una gran variedad de
especies, pero los espaciadores de DNA
entre ellos son muy variables y pueden ser
especificos.

(Forss et al., 2017)

ARISA
(Analisis espaciado
intergénico ribosomico
automatizado)

Utiliza la proximidad de los genes de
las subunidades 26S y 23S de rRNA,
los cuales difieren entre especies.

(Andrus et al., 2014)

T-RFLP
(Polimorfismo de la
longitud del fragmento
de restriccion terminal)

Mide diversidad de genes individuales.
Refleja variantes que difieren en la
secuencia del DNA segun las diferencias en
los sitios de corte de las enzimas de
restriccion.

(Maestre et al., 2009)
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Las técnicas descritas en la Tabla 15 estan enfocadas en el analisis de primer
acercamiento ante el material genético de los microorganismos presentes en el material de
empaque del biofiltro; sin embargo, no permiten un estudio a profundidad de las secuencias
establecidas en el genoma bacteriano. Por lo que existe una segunda fase de analisis genémico

de la comunidad microbiana en el biofiltro que es la secuenciacién.

La secuenciacion consiste en conocer la secuencia de bases nitrogenadas que forman la
molécula de DNA que contiene la informacién genética que se transporta en un segmento
especifico de DNA (NIH, 2015). En este proceso existen técnicas de diferente generacion que
inician en 1977 con el método de Sanger y actualmente llegan a la tercera generacién. En la
Tabla 16 se pueden ver las diferentes plataformas de secuenciacion para generar la secuencia

deseada.

Tabla 16. Plataformas de secuenciacion de primera, segunda yg tercera generacion, se especifican los tamaios
maximos de lectura. Tomado de Lépez de Heredia (2016).

Tamano maximo de

Generacion Plataforma Tecnologia lectura
(pares de base)
Primera Sanger Longitud de didesoxinucleétidos ~1000
Roche 454 Pirosecuenciacion ~700
) Ligacion y codificacion por dos
SOLID 2X75
bases
Segunda :
lllumina/Solexa Secuenciacion por sintesis 2x150
PGM/lon
Tecnologia de semiconductores 2 000
Proton
) Secuenciacion individual con
Helicos 70
moléculas fluorescentes
Tercera Secuenciacion de una uUnica

PacBio . 30 000
molécula | en tiempo real

Nanopore Bioporos 200 000

Uno de los genes marcadores que es secuenciado para la identificacion de organismos
metanotrofos es el gen de la subunidad 16S rRNA (para conocer la identificacion filogenética de

metanotrofos y sulfooxidantes). Este gen puede ser utilizado debido a la alta conservacion de la
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secuencia que existe en los genomas de organismos vivos (Woese y Fox, 1977)- La informacion
obtenida del gen de la subunidad 16S rRNA se ha manejado para aclarar las afinidades
taxondmicas de una amplia gama de taxa y como una herramienta potente para evaluar la

diversidad genética de muestras ambientales.

También, se identifican marcadores funcionales en la fisiologia y metabolismo de los
metanotrofos. En la Tabla 17 se muestran los genes funcionales que se secuencian para detectar

la presencia de metandétrofos.

Tabla 17. Genes funcionales utilizados para el reconocimiento de microorganismos metanétrofos; (Henckel, Friedrich
y Conrad, 1999; McDonald et al., 2008; Chowdhury y Dick, 2013; Lee, 2016).

Gen u operén Proteina que codifica
PMOoA pMMO
mmoX sMMO (componente a Hidroxilasa)
mmoY sMMO (componente beta Hidroxilasa)
mmoZ sMMO (componente gamma Hidroxilasa)
mmoB sMMO (componente regulatorio)
mmoC Componente reductasa
mmoG
mmoQ Responsables de la regulacion génica de sMMO
mmoS
mmoR
mxaF subunidad metanol deshidrogenasa

dinitrégeno reductasa
nifH (clave del componente en el complejo de la enzima
nitrogenasa)

subunidad D del complejo formiltransferasa/hidrolasa
fheD (parte de la via H4MPT para oxidacion de
formaldehido)

Para los microorganismos sulfooxidantes se encuentran identificados los genes
marcadores como son el aprBA el cual codifica las subunidades alfa y beta de la enzima
adenosina fosfosulfato reductasa (PAS reductasa), debido a que existe una alta conservacion
entre los procariontes reductores de sulfatos y oxidantes del azufre. También, se utiliza el gen
aprA (Meyer y Kuever, 2007); también, se usa soxB el cual codifica la enzima clave de la via Sox,

la sulfato tiohidrolasa (Tourova et al., 2013).

82



En técnicas de Biologia Molecular aplicadas en biofiltros, las caracteristicas por mejorar
son la especificidad y la sensibilidad para la deteccion de las secuencias de DNA. Para asi poder
inferir las relaciones de filogenia entre la comunidad microbiana. Igualmente, se puede obtener
informacion relacionada entre la funcion de alguna enzima en especifica y la filogenia de la
comunidad microbiana (Talbot et al., 2008; Cabrol y Malhautier, 2011).

En el futuro, el manejo de las herramientas de la metatranscriptomica (extraccion de mRNA
para observar cuantos de estos genes evaluados son realmente activos), asi como la
metaprotedmica (estudio de la presencia de proteinas para conocer realmente la expresion del
gen que codifica a estas proteinas) seran herramientas con una mayor accesibilidad para la plena

caracterizacion de la microbiota en biofiltros.
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3 Conclusiones y perspectivas de investigacion

Existe un estudio extenso sobre las comunidades de metandétrofos y sulfooxidantes (mas de
las segundas que de las primeras) en procesos de biorremediacion donde se identifican las
mejores posibilidades de desarrollo de ambos microorganismos por separado. Sin embargo, aun
son escasos los estudios donde se involucra la oxidacion biologica simultanea de metano y
sulfuro de hidrégeno, por lo que es necesario el estudio metagendmico, metatranscriptémico y
protedmico para conocer a mayor profundidad la relacién entre ambos tipos de poblaciones de

microorganismos.

Las mejores condiciones reportadas para los organismos metanétrofos alimentados con
concentraciones de metano alrededor del 4% son pH neutro, a temperatura ambiente (~20-30°C),
asi como un flujo suficiente de oxigeno (21%) en el in6culo, un porcentaje de humedad de 15-
32%. Los nutrientes que podrian ayudar al metabolismo de los metanétrofos son el nitrato (600-
700 mg/kg), iones amonio (15mg/1kg de suelo), adicion de cobre (ll) teniendo la certeza que
existen metandétrofos predominantes que expresen pMMO. Los organismos sulfooxidantes
presentan una mejor adaptacion al medio debido a la variedad de especies que pueden
adaptarse en ambientes extremofilos y mesdfilos. De lo anterior, se puede establecer esas
condiciones de trabajo para biofiltros de emisiones gaseosas de CHs y H2S, ademas que se
facilita por ser cercanas a las condiciones ambientales, unicamente habria que mantener la

humedad necesaria con el debido riego del material de empaque.

Las corrientes gaseosas con sulfuro de hidrogeno y metano pueden provocar la inhibicion de
las metanotrofas por parte del primer gas, cuando se alcanzan concentraciones superiores a 500
ppmy de H2S y concentraciones de metano de alrededor de 4%. A concentraciones de 20% de

metano, el H2S no presenta claros efectos inhibitorios.
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Se han desarrollado avances sobre la investigacion de los microorganismos metanoétrofos por
lo que es importante la identificacidon para un mejor analisis de estos microorganismos, y asi

conocer qué habitat favorece o desfavorece en la capacidad quimiotrofa de los metanétrofos.

Se conoce de forma extensa la dinamica de los microrganismos sulfooxidantes, asi como las
mejores técnicas de eliminacion de metano y sulfuro de hidrégeno por separado. Sin embargo,
aun falta caracterizar la interaccion entre ambos tipos de microorganismos (metanétrofos y
sulfooxidantes) en biofiltros en escala piloto o real para entender mejor la relacion entre ambos
grupos y el efecto que tienen las condiciones de operacion sobre ellos. Con esta informacién

podran, posteriormente, realizarse ajustes en disefio, operacidn y control de estos procesos.

Se requiere el desarrollo de marcadores moleculares para seguir estudiando la dinamica del
proceso de oxidacion del metano y ver cdmo es inhibido por el H2S en el metabolismo de los

metandtrofos, como usar el '3C en el caso del metano o 35S para sulfuro de hidrégeno.

Igualmente, en los biofiltros es necesario el estudio de la dinamica poblacional en diferentes
puntos de la columna para conocer los cambios dentro del mismo sistema y poder predecir
alguna eventual falla; asi como realizar un experimento global donde se pueda hacer un analisis

de la humedad, temperatura, pH, cantidad de nutrientes en la composta.

La profundizacién del estudio de las enzimas de los metanétrofos en presencia de H2S es
significativa para avanzar en la comprension de su funcionamiento y asi alcanzar la identificacion
de las mejores condiciones de trabajo que requiere el ambiente para aumentar su actividad

metabdlica.

Es necesaria una caracterizacién adecuada del in6culo con el que se trabaja, mediante
estudios de metagendmica, metatranscriptoma o protedmica para conocer cuanto realmente se
encuentra funcional la enzima MMO y conocer a mas detalle como los diversos factores, como
temperatura, humedad, nutrientes, entre otros afectan el funcionamiento de la proteina y no solo

que afecte la expresion del conjunto de genes que expresa la enzima MMO.

Las técnicas de Biologia Molecular utilizadas actualmente en la evaluacion de las
comunidades microbiana de biofiltros son utiles porque permiten un bosquejo de la comunidad
microbiana. Sin embargo, se necesita un mayor desarrollo de estas técnicas para tener una

especificidad y sensibilidad mas altas, y asi, tener la certeza que los organismos se encuentran
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plenamente funcionales en los procesos de oxidacion, teniendo una mayor certeza de lo que
sucede en el medio durante estos procesos de oxidacidn biolégica y en consecuencia, disefar
alguna estrategia para aumentar la eficiencia de estos procesos. También, es necesario realizar
estudios sobre el RNA mensajero y la expresion de las proteinas, debido a que ya existen
suficientes marcadores genéticos funcionales para el seguimiento del crecimiento de la poblacién

de microorganismos por medio de técnicas de Biologia Molecular.

Indiscutiblemente, la investigacion alrededor del mundo publicara mas detalles que requeriran
ser estudiados a profundidad, por lo que siempre es importante la recopilacion continua del

comportamiento de metandtrofos y sulfooxidantes.
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