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RESUMEN

Dentro de las actividades humanas, la generacion de residuos es continua y creciente, en Colombia
se produce al dia unas 31 mil toneladas de residuos solidos, de los cuales 85 por ciento que podrian
aprovecharse, terminan en los rellenos sanitarios, estos vertederos son responsables del 9% al 15%
de las emisiones de gas metano (CHa4), el cual tiene un potencial de calentamiento atmosférico 21

veces superior al del CO2 (Camacho, 2006).

Estos residuos y su manejo, constituyen una oportunidad para los procesos de digestion anaerobica
de la fraccion organica, especialmente para la produccidn de biogas, el cual contiene trazas de gas
metano (CHgs), dioxido de carbono (CO>), &cido sulfhidrico (H2S) y agua (Llaneza et al.,2010). El
H>S es ampliamente conocido como el componente mas indeseable del biogas que causo no solo
graves problemas sensoriales y toxicos, sino también la corrosion de estructuras de hormigon y de
acero (Pokorna et al.,2015), ante esta problematica es de vital importancia eliminar las trazas de

H>S, con el fin de obtener biogas de alta pureza.

Teniendo en cuenta que el H»S representa un problema ambiental, se decidié iniciar a realizar
estudios exploratorios con aguas residuales de mineria de carbones, metalmecanica y aguas
termales, con la finalidad evaluar las diferentes estrategias de medios de cultivos para el

aislamiento, identificacion y evaluacion de microorganismos oxidadores de H>S.

Las estrategias de cultivo evaluadas permitieron el aislamiento de 17 cepas a partir de las fuentes
de aislamiento evaluadas. De acuerdo a la cuantificacion de sulfato se determiné que la totalidad
de las cepas aisladas en este estudio tienen la capacidad de oxidacion de H»S, destacandose las
cepas M14-C2 y M15-C1 con una concentracion de sulfato de 18.3 g sulfato/L y 15.4 g sulfato/L,

respectivamente. Estas cepas se emplearon para la evaluacion de las matrices de inmovilizacion



(bagazo de cafia de azlcar y carbon activado), donde se determiné que la matriz de bagazo de cafia
de azUcar permite una mayor capacidad de oxidacion de azufre de las cepas M14-C2 y M15-C1,

obteniéndose una cuantificacion promedio de sulfato de 24.035 g sulfato/L.
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1. INTRODUCCION

El crecimiento poblacional en los ultimos tres siglos ha aumentado de manera significativa,
trayendo consigo el incremento de consumo de recursos naturales y la generacion de residuos
solidos, liquidos y gaseosos que son arrojados al medio ambiente, viéndose afectadas
principalmente las grandes ciudades por el asentamiento de un grupo significativo de habitantes.
El reglamento técnico del sector de agua potable y saneamiento basico ambiental (RAS) informa
que en el 2009 las areas urbanas de Colombia generan diariamente 25.079 millones de gramos
(Mg) de residuos sdlidos, de las cuales el 92,8% (23.285,5 Mg/dia) tienen una disposicién final
adecuada en rellenos sanitarios o plantas integrales de tratamiento de residuos sélidos, el 16%
restante, correspondiente a 1.796 Mg/dia, es dispuesto en botaderos a cielo abierto, en cuerpos de
agua, mediante quemas o enterradas en condiciones inadecuadas (Avendafio, 2015). Es asi que se
estima que en la ciudad de Bogota para enero del 2015, la generacion de residuos organicos en el
Distrito Capital, que ingresan al relleno sanitario Dofla Juana es cerca de 6.134 toneladas
diariamente, de las cuales el 68% son residuos organicos, es decir 4.171 toneladas de residuos que
producen diariamente lixiviados, gases efectos de invernadero, olores ofensivos y la posibilidad
de convertirse en cultivo de vectores, lo que genera riesgo a las condiciones ambientales de su area

de influencia, asi como a la salud de la poblacién aledafia (Alcaldia Mayor de Bogotd, 2015).

Estos residuos y su manejo, constituyen una oportunidad para que por medio de la digestion
anaerobica de la fraccion organica de los residuos, se produzca una cantidad de biogas que contiene

trazas de gas metano (CHa), didxido de carbono (COz), acido sulfhidrico (H2S) y agua, el cual se
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puede utilizar para generar energia eléctrica 0 mecanica. El gas metano se puede utilizar como
combustible, aprovechando el valor energético, disminuyendo los gastos econémicos y aportando
al cuidado del medio ambiente, debido a su alto poder calorifico de aproximadamente 5500
Kcal/m® y que es clasificando como un gas combustible que puede ser aprovechado térmica o

eléctricamente (UPME, 2009).

Sin embargo, para el uso del gas metano es necesario oxidar o eliminar las trazas de H»S, por
tratarse de compuesto toxico para la salud, corrosivo, detectable en el aire por su caracteristica olor
a “huevo podrido” aun a muy bajas concentraciones (0.002 mg/L) (Bolivar, 2004), lo cual se puede
lograr mediante procesos quimicos y/o bioldgicos. Los métodos quimicos pueden resultar
altamente contaminantes para el medio ambiente, mientras los bioldgicos generan una baja
contaminacion, como es el uso de bacterias oxidadoras de H»S, siendo una alternativa apropiada
para aprovechar este recurso de facil obtencidn y al mismo tiempo contribuir al cuidado del medio

ambiente (Ramirez, 2007).

Existe un grupo de bacterias llamadas oxidadoras de azufre, que son filogenéticamente muy
diversas y estdn ampliamente distribuidos en diferentes habitats. En el caso de Colombia, hay
diversos ambientes poco explorados desde el punto de vista microbioldgico, los cuales representan
ecosistemas con propiedades Unicas que podrian ser fuentes valiosas de organismos con capacidad
de oxidacion de H.S. Bajo este contexto, el objetivo de este estudio fue aislar y seleccionar
microorganismos oxidadores de acido sulfhidrico, para ser empleados en futuros estudios de
produccidn de biogas de alta pureza, para lo cual se emplearon diferentes fuentes de aislamiento

que incluyeron un manantial termal ubicado en Tabio (Cundinamarca), aguas residuales

11



provenientes de industria de metalmecanica, y aguas de explotaciones mineras localizadas en los
municipios de Mongui y Paz del Rio del departamento de Boyaca. Adicionalmente, se evalud la
capacidad de oxidacion de azufre y el comportamiento en diferentes matrices de inmovilizacion

de las cepas aisladas.

En este trabajo se aislaron 17 cepas a partir de las fuentes de aislamiento evaluadas, las cuales
presentaron capacidad de oxidar H2S, y se determiné que el bagazo de cafia de azucar es la matriz
que permite una mayor oxidacion de azufre cuando las cepas estan inmovilizadas. Este estudio
permitié la identificacion y seleccion de microorganismos con potencial capacidad de oxidacién
de azufre, lo cual abre el camino para futuras investigaciones que permitan el uso de estas cepas

para la produccion de biogas de alta pureza.
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2. MARCO TEORICO

2.1 Generacion de residuos sélidos problemética actual

El aumento en la generacion de residuos solidos asociado al crecimiento poblacional y la
globalizacidn que genera la cultura consumista ha llevado a la aplicacion de tecnologias apropiadas
para la disposicion final de residuos sélidos que permitan un control racional de los impactos
producidos por los residuos, sin que se ponga en alto riesgo el medio ambiente y la salud publica

(Penagos et al.,2011).

Debido a las diversas acciones que se ejecutan en los diferentes sectores econémicos del mundo,
se ha evidenciado una excesiva contaminacion del suelo y agua, especialmente en relacion con la
generacion de desechos organicos, quienes se han constituido en un factor de riesgo para los
diferentes recursos naturales que se relacionan directamente con estas actividades. La estructura
inadecuada para la concentracion y manejo de residuos, el crecimiento acelerado de la poblacion
y el proceso de industrializacion ha aumentado la generacion de residuos solidos, liquidos y
gaseosos en las ultimas décadas, hace 30 afios la cantidad de residuos por persona era de unos 200
a 300 gr/hab/dia, mientras hoy se estima entre 500 y 1000 gr/hab/dia, y en los paises desarrollados

esta cifra es dos a cuatro veces mayor (Rodriguez, 2011).

De acuerdo a las investigaciones realizadas por el Banco Mundial, para el afio 2025 se espera que
la generacion de Residuos Sélidos Urbanos (RSU) tienda a duplicarse, pasando la produccion per
capita de 1,2 a 1,4 Kg/habitante en los préximos 15 afios; es asi como la produccién actual de
1.300 millones Tn/afio sera de 2.200 millones para el afio 2025. Los principales causantes de este

aumento son el acelerado crecimiento poblacional, los habitos de consumo en paises
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industrializados y los cambios en las costumbres de los consumidores que habitan los paises en

via de desarrollo (Avendafio, 2015).

En lamayoria de los paises de América Latinay el Caribe, la cantidad de materia organica presente
en los residuos solidos urbanos supera el 50% del total generado, como se muestra en la Tabla 1,
de los cuales aproximadamente el 2% recibe tratamiento adecuado para su
aprovechamiento; el resto es confinado en vertederos o rellenos sanitarios; otro porcentaje
es dispuesto inadecuadamente en botaderos o es destinado a la alimentacién de cerdos, sin un

debido control y procesamiento sanitario (Bohorquez et al., 2015).

Tabla 1. Composicién de los residuos sélidos municipales en diversos paises de América Latina

(porcentaje en peso).

Pais % de materia organica
Meéxico 63
Costa Rica 58
El Salvador 42
Peru 50
Chile 49
Guatemala 63.3
Colombia 52.3
Uruguay 56
Bolivia 59.5
Ecuador 714
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Paraguay 56.6
Argentina 53.2

Trinidad y Tobago 27

Fuente: Diagnostico de la situacion del manejo de los Residuos Solidos Municipales en Ameérica
Latina y El Caribe. BID, OPS/OMS, 1997.

En Colombia, con base en esta problematica, se ha venido disefiando e implementado nuevas

politicas tendientes a la gestion integral de los residuos solidos, las cuales solo se pueden

materializar mediante el seguimiento estricto de la normatividad ambiental (Resolucién 1045 de

2003, Decreto 1713 de 2002, entre otras). Es por esto que la implementacion de acciones para el

aprovechamiento de los residuos sélidos organicos es fundamental para el cumplimiento de los

objetivos de la gestion integral de los residuos sélidos (Rodriguez, 2011).

Debido a que en Colombia se produce al dia unas 31 mil toneladas de residuos solidos, de los
cuales 85% que podrian aprovecharse, pero finalmente terminan en los rellenos sanitarios, en el
caso de Bogota se desechan diariamente 6200 toneladas de residuos entre solidos y organicos, de
los cuales 69% son de origen organico, que no son aprovechados eficazmente. Estos desechos en
su descomposicion generan gases nocivos para la salud humana y perjudicial para el medio
ambiente (Rodriguez, 2011). En la Tabla 2 se presentan los porcentajes de residuos solidos y

organicos producidos actualmente y su disposicion final (Esteve, 2012).
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Tabla 2. Generacidn de residuos sélidos y su disposicion en la ciudad de Bogota

Composicion » Organicos 65%
de los > Plasticos 14%
residuos » Papel y carton 5%
solidos > Vidrio 4%
» Caucho 1%
> Metales 1%
> Textiles 3%
» Otros 5%
» Patdgenos y peligrosos 2%
Disposicion 1100 toneladas de 1086 municipios distribuidos asi.
final > Botaderos a cielo abierto 565 (51%)
> Relleno sanitario (50% semejante a enterramiento) 350 (32%)
» Cuerpos de agua 32 (3%)
» Enterramiento e incineracion 163 (15%)
Residuos > generados en el pais 30 ton
solidos » generados en Bogota 14 ton (46%)

hospitalarios

Fuente: https://reciclajeverde.wordpress.com/
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De acuerdo a los datos que nos brinda la Tabla 2, se evidencia que el mayor porcentaje de residuos
solidos producidos generados son organicos, los cuales en su mayoria son arrojados a cuerpos de
agua, botaderos a cielo abierto o dispuestos en el relleno sanitario, sin ser aprovechado el potencial
que tiene estos residuos para ser incluidos dentro de procesos como: alimentacion para animales,
compost, lombricultivo, biocombustibles, biofertilizantes, biofermentos, entre otros (Jaramillo et

al.,2008).

En Colombia se tiene evidenciado que los estudios de Evaluacion de Impacto Ambiental (E.1.A)
son meramente descriptivos lo que conlleva a que los planes de manejo ambiental disefiados sean
deficientes y ademas no se aplican de forma adecuada debido a la poca eficacia en el seguimiento
a la implementacién de los mismos por parte de las autoridades ambientales, ya que no establecen
mecanismos de control como indicadores de impacto y gestién que permitan la regulacion. Esta
realidad no es ajena al emplazamiento y operacién de los rellenos sanitarios, cuyos impactos
ambientales sobre el agua y el aire se agravan por el importante contenido de organicos, que bajo
las condiciones de pluviosidad propias de latitudes intertropicales, incrementa la produccién de
gases, lixiviados y olores ofensivos, situacion inductora de conflictividad ambiental en localidades
y regiones del pais. Es claro que, desde el proposito de reducir el impacto ambiental
inducido por los rellenos sanitarios, el aprovechamiento de organicos tambien configura una

prioridad en materia de gestion ambiental en el pais y en la region (Pinilla, 2015).

De igual forma el aprovechamiento de la materia organica en estos procesos contribuye a la

minimizacion de las basuras, conservar y reducir la demanda de recursos naturales, disminuir el
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consumo de energia, preservar los sitios de disposicion final y reducir sus costos, asi como a
reducir la contaminacion ambiental al disminuir la cantidad de residuos que van a los sitios de

disposicion final (Jaramillo et al., 2008).

Teniendo en cuenta que una de las dificultades por las que atraviesa la poblacion en general, es el
alto costo y consumo de la energia no renovables como fuentes fdsiles. Como alternativa ante esta
problemaética se plantea el empleo y aprovechamiento de la materia orgénica en la generacién de
en energia renovable como opciones viables, sostenible y que representa una gran alternativa por

su bajo costo.

2.2 Generacion de energias alternativas

Las Fuentes no Convencionales de Energia Renovable (FNCER) se pueden definir como los
recursos disponibles a nivel mundial que son ambientalmente sostenibles para producir algun tipo
de energia, pero que no son empleados de manera marginal y tienen baja comercializan, haciendo
parte de ellas la biomasa, los pequefios aprovechamientos hidroeléctricos, la eolica, la geotérmica,

la solar y los mares (Ley 1715, 2014).

Se puede evidenciar que aproximadamente el 81% de la energia consumida a nivel mundial
proviene de fuentes fésiles, mientras que el 19% restante proviene de fuentes renovables, entre las
que se encuentran la energia proveniente de fuentes como el sol, la geotermia y la biomasa para su
conversidn en energia térmica a través del uso de tecnologias relativamente modernas, seguidas
de estas y otras fuentes como la edlica para la generacion de energia eléctrica. Finalmente, se

suman al aprovechamiento de fuentes renovables el uso de biocombustibles en el sector transporte
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y tecnologias en etapas incipientes de desarrollo como es el caso de la energia de los mares en

forma de mareas, oleaje, gradientes térmicos o gradientes salinicos (REN21, 2014).

Teniendo en cuenta que el sol es una fuente de energia para todos los seres vivos, que su radiacion
solar es de 175.000 TW (1 TW =1 millén de millones de vatios). De esto, el 49% es absorbido y
re-radiado o reflejado de nuevo en el espacio por la atmosfera, el 4% es retrodispersado desde el
suelo y el 47% es absorbido por la superficie de la tierra, La energia comercial total utilizada para
todas las actividades humanas en el mundo es inferior a 15 TW. Observando que realmente un

porcentaje utilizado para trasformar esa energia es muy bajo (Peter et al., 2005).

Sin embargo, de acuerdo a varias investigaciones, tenemos varias maneras de transformar esta
energia, en formas que son méas adecuadas para el uso diario, entre las que se encuentran la energia
mecanica del vientos, el agua y las olas que pueden ser empleadas en la produccidn de electricidad,
los recursos de biomasa, que son producto de procesos bioldgicos inducidos por la luz solar, para
la produccion de electricidad o para generar combustibles y la luz solar que se utiliza directamente
para producir calor a través del movimiento de electrones en células de silicio (Jiménez et al,.

2006).

Se puede evidenciar que el consumo de energia renovable a nivel mundial ha tenido un aumento,
siendo asi que a principios del siglo XIX el 95% de la energia primaria que se consumia en el
mundo provenia de fuentes renovables. Un siglo después tal porcentaje era del 38% y a principios
del presente siglo era solo del 16% (Fouquet, 2009). Sin embargo, la tendencia esta cambiando, ya

que en muchos paises industrializados la proporcion de energia renovable ha crecido de manera
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considerable en las Gltimas dos décadas. La inversion total en el mundo en energias renovables,
que en el afio 2004 fue de 22.00 millones de dolares USA, ha crecido de manera espectacular,
pasando a 130 en el 2008, 160 en el 2009 y 211 en el 2010. Aproximadamente la mitad de 194
GW estima de nueva capacidad eléctrica afiadidos en el 2010 corresponde a energia renovable. A
principios del 2011 al menos 118 paises tenian politica de apoyo a las energias renovables o algun
tipo de objetivo o cuota a nivel nacional, muy por encima de los 55 paises que lo tenian en 2005

(REN21,2011).

De acuerdo a los estudios del UPME, Colombia es un pais que goza de una matriz energética
relativamente rica tanto en combustibles fosiles como en recursos renovables. Actualmente, la
explotacion y produccion energética del pais esta constituida en un 93% de recursos primarios de
origen fosil, aproximadamente un 4% de hidroenergia y un 3% de biomasa y residuos (UPME,

2014).

De las anteriores fuentes de energia utilizadas en el pais, los combustibles fosiles se han convertido
en una de las fuentes méas representativas, ya que tiene muchos beneficios energéticos que han
permitido su uso a gran escala, pero de igual forma han traido consecuencias desfavorables para
el medio ambiente y la salud humana, debido a que el incremento de su utilizacién ha generado
una serie de impactos negativos por el aumento de compuestos tdxicos en la atmdsfera, entre los

que se destaca el CO,, CHas, N2O, entre otros, con multiples efectos negativos (UNED, 2016).

Por otro lado, las fuentes energia renovable como la hidroenergia ha sido una gran opcion para

cubrir las necesidades eléctricas de la poblacién en varios sectores colombianos, pero ha causado
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varios impactos al medio ambiente a través de la construccion y operacion de estas plantas, entre
ellos se encuentra la afectacion al medio bidtico, abiotico, medio socioeconémico, modificacion
del paisaje, entre otras (Viviescas, 2014). Sin embargo, la alta dependencia de Colombia de sus
recursos hidroeléctricos pone al pais en riesgo periddico de escasez y altos precios de la energia,
como fue evidenciado en la crisis energética generada por el fendmeno de EI Nifio en los afios
1992 y 1993 0 mas recientemente en los altos precios de energia experimentados en 2009, 2010,
2013 y 2014. Més aln, analisis recientes han pronosticado que la vulnerabilidad a las sequias

crecera significativamente en Colombia debido al cambio climatico (CorpoEma, 2010).

Por otro lado, la biomasa representa una gran alternativa como fuente de energia renovable y
contribuye a reducir la contaminacion ambiental, es asi como la FAO, Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura destaca que Ameérica Latina produce el
40% de los biocombustibles en el mundo, siendo una fuente de energia renovable de facil

implementacién, sobre todo en sectores rurales (FAO, 2012).

Aunque la biomasa como fuente de energia es utilizada en menor proporcion, a largo plazo en
Colombia se puede considerar la estructuracion de una economia que se transforme de la actual
dependencia del petréleo (no solo en el aspecto energético sino igualmente en el consumo de
derivados de este recurso como materias primas), hacia una economia que pueda migrar tal
dependencia a otros recursos energéticos de origen renovable, entre los que la biomasa seria el
sustituto directo del petroleo. Para considerar como ir avanzando en esa direccion se pueden mirar
los ejemplos de los planes esbozados por la Comunidad Europea para los préximos 10 afios en

materia de inversiones en bioenergia (IEA, 2014), y los primeros pasos que estan tomando paises
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como Estados Unidos y Brasil en el desarrollo de biorefinerias, partiendo de la base de las plantas

de biocombustibles que hoy en dia existentes en esos paises (US DOE, 2013).

Para entender el termino de biomasa es muy importante conocer que existen clasificaciones, la
biomasa primaria es aquella que se obtiene directamente de un ecosistema natural para su
utilizacion energética, la biomasa secundaria, también llamada residual, es la obtenida como
residuo o subproducto de una actividad humana y un tercer tipo de biomasa se podria llamar a la
consistente en un producto procesado previamente a su utilizacién energética final, como seria el
caso del biogés obtenido de la digestion de la biomasa residual himeda, del biodiesel o del
bioetanol. Todos ellos son biocombustibles finales obtenidos en plantas que trasforman la biomasa
de origen primario, o secundario en un producto final que podria llegar a denominarse como
biomasa terciaria segun el criterio establecido, si bien es un término apenas utilizado en la

actualidad (Nogues et al., 2010).

Como alternativa para la implementacion de energia renovable varios paises han venido
desarrollados proyectos productivos energéticos empleando la biomasa, buscando no solo producir
un tipo de energia, sino brindando una solucion a los residuos organicos que diariamente son
desechados al medio ambiente, los cuales causan una serie de impactos que afecta las cuencas
hidricas, el suelo y la atmésfera por la generacion de emisiones de gas metano, que conducen a

un efecto invernadero, siendo una consecuencia del cambio climatico (Lopez et al., 2015).

Dentro de los procesos empleados como alternativa de produccion de energia y que al mismo

tiempo contribuye al cuidado del medio ambiente, estd la digestion anaerobia que involucra la
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degradacion y estabilizacion de materia organica bajo condiciones anaerobicas por medio de
microorganismos, dando paso a la formacion de biogas (metano y dioxido de carbono) como una

fuente de energia renovable y biomasa (Lopez et al., 2015).

Se destaca que el biogéas esta constituido por metano (CH4) en una proporcién que oscila entre un
50% a un 70% y dioxido de carbono, de igual forma contiene en pequefias proporciones otros
gases como hidrégeno, nitrégeno y sulfuro de hidrégeno. EI metano contiene un alto poder
calorifico, pero para ser llevarlo a otras necesidades de la produccion es necesario que se elimine
el sulfuro de hidrogeno (H2S) que viene asociado al mismo, ya que este gas no solo es muy

corrosivo, sino ademas toxico para la salud humana (Diaz, 2010).

El biogas se genera a partir de materiales organicos bajo condiciones anaerdbicas, las materias
primas para la generacion de biogas incluyen estiércol de vaca, excrementos de aves de corral,
estiércol de cerdo, residuos de cocina, desechos de hierba y algas. Aquellos paises en los que el
sector agricola es un componente del crecimiento de la economia, han encontrado el biogas como
reemplazo de la lefia, mediante la utilizacion de estiércol como combustible para cocinar y como
calefacciéon. Debido al aumento de los precios del recurso minerales, los altos riesgos del uso
insostenible de la lefia y su impacto en el medio ambiente, es crucial para que el gobierno considere
otras alternativas que son sostenibles y asequibles. La tecnologia del biogas, aunque sea una
tecnologia bien conocida es relativamente nuevas en algunas partes del mundo y pueden utilizarse
como una potente herramienta para abordar los problemas de contaminacion, deforestacion vy el
cambio climatico. El biogas es un combustible limpio porque no deja hollin o material particulado

y también porque es mas ligero en términos de longitud de cadena de carbono, menos cantidad de
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dioxido de carbono se libera en la atmosfera durante la combustidn, esta tecnologia ha ayudado a

algunos paises a generar ingresos, a mejorar el estilo de vida y ahorrar costos (Arthur et al., 2011).

2.3 Eliminacion de trazas de H2S para produccion de gas de alta pureza

La concentracion de H2S no disociada disuelto en un liquido, de acuerdo con el pH, presion,
temperatura y concentracion total de azufre sulfurado, esta concentracion de H2S en el biogas
puede alcanzar valores muy significativos que varian de 500 ppmv a 20.000 ppmv (2%). En estas
concentraciones provoca no solo graves problemas sensoriales y toxicos, sino que también corroe
el concreto (Okabe et al., 2007) y estructuras de acero en plantas de biogas (Zhang et al., 2008),
dafia tuberias y bombas (Burgess et al., 2001) y acorta significativamente la vida Gtil de los motores
de gas de las unidades de cogeneracion, donde degrada el aceite lubricante (Gayh et al., 2010). La
combustion de biogas con mayores concentraciones de sulfuro de hidrégeno provoca también
problemas con emisiones excesivas de SOx. Ademas del efecto inhibidor directamente en el
proceso de fermentacidn, estas son las principales razones por las que es necesario eliminar el H2S
del biogas antes de su uso para la produccion de energia (Pokorna et al., 2015).

Antes estas dificultades se han empleados diferentes métodos fisicoquimicos y bioldgicos, los

cuales presentan las siguientes ventajas y desventajas:
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2.3.1 Eliminacion de Hz2S mediante procesos fisicoquimicos:

Este método es utilizado sobre todo en las industrias, debido a que permite combatir la corrosion

de forma mas répida y en grandes cantidades, pero al mismo tiempo tiene desventajas en los altos

costos econdmicos, requieren mayores requerimientos en procesos de disposicion final y causa

gran contaminacion al medio ambiente.

2.3.1.1 Procesos de eliminacién no hiimedos

Proceso Claus (oxidacion directa): Se basa en la oxidacion catalitica del HzS a azufre
elemental. Se trata de uno de los procesos méas populares empleados a escala industrial para
la eliminacién de H2S con recuperacion de azufre elemental. En una primera etapa el H.S
es parcialmente oxidado a SO> con aire, y en una segunda etapa, la mezcla H>S/SO: es
oxidada a azufre elemental y agua, empleando bauxita como catalizador. La eficacia de

conversion de H.S a azufre elemental es del 90-95% (Kohl et al., 1997).

Oxidos de hierro y zinc: Se basan en la reaccion del 6xido de un metal con el H,S para
formar el sulfuro del correspondiente metal. Los 6xidos son tipicamente no renovables,
aunque algunos se pueden regenerar parcialmente, pero siempre iran perdiendo actividad
en cada ciclo de generacion hasta que sea indispensable su sustitucién. Para la regeneracion
se realiza una oxidacion para producir azufre elemental y el 6xido del metal regenerado.

Los metales mas empleados para este tipo de proceso son hierro y zinc (Ramirez, 2007).

Se pueden dividir en dos grupos: oxidacién a azufre y oxidacion a 6xidos de azufre. Para
el tratamiento de biogas se puede producir mediante esta técnica SOz, por lo que no se

recomienda este tipo de proceso.
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Los procesos que emplean 6xido férrico son conocidos como “iron sponge”. Segun la
ecuacion de la reaccion quimica, 1 kg de Fe2O3 puede eliminar estequiométricamente 0,64

kg de HaS.

Fe203+3H2S—Fe2S3+3H20 AH=-22kJ/g-mol H,S

El proceso de regeneracion es muy exotérmico y se forma azufre elemental segun:

2Fe2S3+02 —2Fe203+3S AH=-198kJ/g-mol H2S

Si se utilizan éxidos de zinc se obtiene al reaccionar con el H.S sulfuro de zinc segun la

siguiente reaccion general: ZnO+H;S—ZnS+ H,0

Se emplean temperaturas sobre 200°C a 400°C, siendo la formacién de sulfuro de zinc
irreversible. Normalmente se emplean formas cilindricas extruidas del metal de 3-4 mm de

diametro y 8-10 mm de longitud en un lecho fijo (Kohl et al., 1997).

Solidos alcalinos: También se pueden emplear sustancias solidas alcalinas como hidréxido
de sodio o cal apagada, normalmente se emplean disueltas en agua para utilizarlas en

scrubbers, pero también se pueden utilizar de forma sélida granular (Ramirez, 2007).

Adsorbentes: Tanto las zeolitas naturales como las sintéticas poseen un tamafio de poro
extremadamente uniforme, siendo empleadas para la deshidratacion o purificacion de
efluentes gaseosos. Las sustancias polares como agua, acido sulfhidrico, didxido de azufre,
amoniaco, sulfuro de carbono y mercaptanos son adsorbidos muy fuertemente, pudiendo
ser eliminados de sustancias no polares, como por ejemplo el metano. El carb6n activo

granulado (CAG) es fundamentalmente empleado para la eliminacion de COV’s. La

26



utilizacion para la eliminacion de H»2S ha sido limitada para la eliminacion de pequefias
cantidades de H>S, fundamentalmente en sistemas de desodorizacion. Para aumentar la

eficacia el CAG se ha impregnado con sustancias alcalinas u 6xidos (Kohl et al., 1997).

2.3.1.2 Procesos de eliminacién himedos

Oxidacion en fase liquida: Oxidacion con hipoclorito, es considerado uno de los oxidantes
mas eficientes para la eliminacion de compuestos sulfurados volatiles (Van et al., 1992).
En funcion del pH de la disolucion el compuesto activo es OCI- a pH<6, HOCI a 2<pH<6

0 Cl> a pH<2. La eliminacion de H.S se produce a pH entre 9 y 10 segln:

H2S+NaOCl—-NaCl+H20+S

H2S+4NaOCl—4NaCl+H2SO4

En este proceso es necesario afiadir una base para el control del pH, a pH 9 la absorcién de
CO2 es pequefia y no ocurre precipitacion de CaCOsz o MgCOs. La utilizacién de
hipoclorito permite eliminar ademas de H>S compuestos organicos sulfurados; en el caso
de eliminacion de compuestos organicos sulfurados tiene un mayor poder oxidante el
HCIO, comparado con el OCI", siendo por tanto necesario trabajar a un pH mas bajo (Hentz

et al., 1990; Muirhead et al.,1993).

Procesos con alcanolaminas: Este tipo de proceso permite tratar selectivamente la
eliminacion de H2S o la eliminacion conjunta de H>S y CO2 con altas eficacias de
eliminacion. El tratamiento con alcanolaminas es el método mas cominmente empleado
para eliminar el &cido sulfhidrico de efluentes gaseosos, sobre todo en gases de refineria,
y como método para purificar el gas natural (Jensen &Webb, 1995; Kohl et al., 1997). Las
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2.3.2

alcanolaminas poseen un grupo hidroxilo en un extremo y un grupo amino en el otro. El
grupo hidroxilo disminuye la presion de vapor e incrementa la solubilidad en agua,
mientras que el grupo amino proporciona la alcalinidad requerida para la absorcion de los
gases &cidos. La adsorcién se dirige tipicamente a altas presiones con recuperacion de
calor. También se emplean soluciones de glicol, para mejorar la absorcion fisica de los
gases acidos. Algunos ejemplos de alcanolaminas empleadas en los lavadores son las
siguientes: monoetanolamina (MEA), dietanolamina (DEA), diglicolamina (DGA),

diisopropanolamida (DIPA) y metildietanolamina (MDEA) (Ramirez, 2007).

Solventes fisicos: Cuando los gases &cidos no son rentables de tratar con procesos como
el anterior, se suelen emplear solventes fisicos, donde los gases acidos simplemente se

absorben en el liquido y se asimilan reduciendo la presion (Ramirez, 2007).

Agua: La absorcion de gases acidos en agua genera soluciones corrosivas que deben ser
tratadas. La solubilidad del H.S en agua vendra dada por la constante de Henry (Ramirez,

2007).

Procesos con membranas: Generalmente no se emplean membranas para el tratamiento
selectivo de HS del biogas, pero esta siendo un proceso atractivo para aumentar la calidad

de biogas (Ramirez, 2007).

Uso de microorganismos para la produccién de biogas

Son métodos que se han venido desarrollando e investigando con la finalidad de reducir o eliminar

las trazas de H2S en la produccion de biogas de alta pureza siendo econémicos, amigables con el

ambiente, ya que no requieren disposicion final.
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La eliminacion biologica de los sulfuros se basa en las actividades de las bacterias fotoautotroficas
o quimiolitotroficas que oxidan el azufre. Las bacterias oxidantes de azufre (SOB), obtienen
energia para su metabolismo a partir de energia luminica, y SOB quimiolitotréficos directamente
de las reacciones oxidantes, donde utilizan oxigeno (especies microbianas aerobias) o nitratos o
nitritos (especies microbianas anoxicas) sirven como aceptor de electrones liberados durante la
oxidacion de sulfuros. Desde el punto de vista tecnoldgico, para la eliminacién biolégica de
sulfuros, las méas apropiadas son las bacterias quimiolitotroficas oxidantes de azufre (también
conocidas como bacterias oxidantes de azufre incoloras), como Thiobacillus, Sulfolobus,
Thermothrix, Beggiatoa y Thiothrix. Estas bacterias son particularmente adecuadas debido a que
presentan una mayor tasa de oxidacion de sulfuros, por sus modestos requerimientos nutricionales
y afinidad extremadamente alta para sulfuros y oxigeno. Estas propiedades les permiten competir
con éxito la oxidacion quimica de sulfuros en el medio ambiente natural y biorreactores con un

suministro limitado de oxigeno (Janssen et al., 1998).

2.3.2.1 Caracteristicas del proceso de oxidacién de H2S con microorganismos.

Los microorganismos en la produccién de biogds de alta pureza cumplen un gran papel, al
oxidarlas trazas de H.S, estos microorganismos tienen un papel fundamental en el ciclo
biogeoquimico del azufre. El azufre existe en nueve estados de oxidacion desde 6 hasta -2. Sin
embargo, solo tres estados de oxidacion son abundantes en la naturaleza: -2 en forma de anion
hidrosulfito (HS"), 0 en forma de azufre elemental (°S) y 6 en forma de sulfato (SO4=), estando en

los océanos la mayor reserva de azufre en forma de sulfato inorganico (Bruser et al., 2000). El
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azufre va cambiando de estado de oxidacion en la naturaleza, debido a transformaciones por
procesos quimicos, geoldgicos y bioldgicos. El ciclo bioldgico del azufre esta representado en la
llustracion 1. La oxidacion bioldgica del sulfuro de hidrégeno a sulfato es una de las reacciones
principales del ciclo global del azufre. Los compuestos de azufre inorganicos reducidos son
oxidados exclusivamente por procariotas, siendo el sulfato el producto principal de la oxidacién

(Friedrich et al, 2001).

llustracion 1. Ciclo biogeoquimico del azufre
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. Fuente: https://www.estrucplan.com.ar/Producciones/imprimir.asp?ldEntrega=3554

2.3.2.2 Caracteristicas de los microorganismos oxidadores de H2S.

Los microorganismos procariontes sulfoxidantes son filogenéticamente diversos. En el dominio
bacteria existen oxidadoras de azufre tanto aerobias como anaerobias que pueden crecer en
condiciones alcalinas, neutras o &cidas. Las bacterias aerobias azufre oxidantes pertenecen a los
géneros Acidianus, Acidithiobacillus, Aquaspirilum, Aquifex, Bacillus, Beggiatoa,

Methylobacterium, Paracoccus, Pseudomonas, Starkeya, Sulfolobus, Thermithiobacillus,
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Thiobacillus y Xanthobacter, siendo muchas de ellas extremofilas. Las bacterias anaerobias azufre
oxidantes son comunmente neutrofilas y mesofilas, y pertenecen a los géneros Allochromatium,

Chlorobium, Rhodobacter, Rhodopseudomonas, Rhodovulum y Thiocapsa (Friedrich et al., 2001).

De otra parte, Choloribium limicola (bacteria fotoautétrofa anaerobia) es capaz de oxidar H.S a
azufre elemental con presencia de CO», luz y un medio con nutrientes inorganicos (Syed et al.,
2003). La oxidacion de compuestos inorganicos reducidos de azufre por bacterias
quimiolitoautétrofas es parte fundamental del ciclo biogeoquimico del azufre en el medio
ambiente. Ademaés, este tipo de reacciones tienen importancia en el tratamiento de la
contaminacion por compuestos de azufre, en corrosion y en mineria. La ilustracién 2 muestra un
arbol filogenético de bacterias quimiolitoautotrofas sulfoxidantes construido a partir de la
comparacion de secuencias del gen 16S rRNA y con énfasis en aquellas bacterias de importancia
practica. En cuanto al dominio Arquea, el grupo de oxidadoras de azufre esta restringido a los
miembros del orden Sulfolobales (hiperterméfilas), (Espinosa, 2010). En la llustracion 2 se
muestra una representacion grafica de los grupos filogenéticos asociados con la oxidacion de

azufre.
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Ilustracion 2. Arbol filogenético de bacterias quimiolitoautdtrofas sulfoxidantes

depdsitos minerdizacion
desulfato

{muamading,

minerales
de sulfure
{pinta, etc)

ste,)

o-proteobacterias

Sbice por P-proteobacterias
ofas b ofas Y-proteobacterias
o A —————— e-proteobacterias
- —— - _l Procariontes }" Arqueas
Aquificales

depositos

deazufre Cianobacterias

Bacteriasno verdes
L. del azufre

Fuente: http://bg.unam.mx/wikidep/uploads/MensajeBioquimico/Mensaje Biogl0v34pl101-

120 SylvieLeBorgne2010.pdf

2.3.2.3 Caracteristicas fisiologicas las bacterias sulfoxidantes

La mayoria de las bacterias sulfoxidantes usan oxigeno molecular (O2) como aceptor final de
electrones. Algunas especies, como Thiobacillus denitrificans, son también capaces de usar nitrato
(NO3) en condiciones anaerobias como aceptor final de electrones. Las fuentes de donadores de
electrones inorganicos son diversas y abundantes en la naturaleza; pueden ser de origen geoldgico,
biolégico y antropogénico. La actividad volcanica es una importante fuente de compuestos
inorganicos reducidos de azufre, al igual que la sulfatoreduccién. Las actividades derivadas de la
agricultura y mineria, asi como la quema de combustibles fésiles y otras actividades industriales

liberan compuestos inorganicos reducidos de azufre al medio ambiente, los cuales pueden ser

32


http://bq.unam.mx/wikidep/uploads/MensajeBioquimico/Mensaje_Bioq10v34p101-120_SylvieLeBorgne2010.pdf
http://bq.unam.mx/wikidep/uploads/MensajeBioquimico/Mensaje_Bioq10v34p101-120_SylvieLeBorgne2010.pdf

utilizados como donadores de electrones por las bacterias quimiolitoautotrofas sulfoxidantes de

acuerdo a la informacidn que se presenta la Tabla 3 (Espinosa, 2010).

Tabla 3. Caracteristicas fisioldgicas de algunas baterias sulfoxidantes

! pH Grénulos de
Organismo Optima Importancia
Optimo azufre
(°C)
Bacterias de Gram Extraccion de metales en
positivas. 40 1.2-2.4  No reportado mineria
Diversas especies de
Sulfobacillus sp.
Tratamiento de la
Betaproteobacteria 40 6.8 — Extracelulares, contaminacion de aguas por
Thiobacillus 7.4 finamente compuestos de azufre y
denitrificans dispersados nitratos en condiciones
anoxicas.
Tratamiento de emisiones
Betaproteobacteria 40 6.8 Extracelulares  gaseosas contaminadas con
Thiobacillus azufre.

thiioparus
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Drenaje acido de minas,

Gammaproteobacteria 25-30 2-6  Extracelulares extraccion de metales,
Acidithiobacillus corrosion de metales y
ferrooxidans concreto.
Gammaproteobacteria Drenaje acido de minas,
Acidithiobacillus 25-30 2-5  Extracelulares extraccion de metales,
thiooxidans corrosion de concreto.

Tratamiento de biogas y
Gammaproteobacteria 25-30 7.5- Extracelular emisiones gaseosas

Thioalkalivibrio sp. 10.5 contaminadas con azufre.

Fuente: Espinosa, 2010

El S° puede ser formado por diversas bacterias sulfoxidantes como se indica en la Tabla 3. EI S°
producido por estos microorganismos puede almacenarse en granulos de azufre, situados dentro o
fuera de la célula. Los granulos de azufre excretados son particulas coloidales estabilizadas contra
la agregacion por repulsion electrostatica. EI S° formado tiene algunas propiedades que lo
diferencian claramente con respecto al S° inorganico. La densidad de las particulas es, por ejemplo,
méas baja que la densidad del azufre inorganico y las particulas de azufre producidas
bioldgicamente tienen caracteristicas hidrofilicas mientras que el azufre ortorrombico (S8) se

conoce por ser hidrofobico (Espinosa, 2010).
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2.4 Antecedentes de aislamiento de microorganismo oxidadores de azufre

En los ultimos afios se han realizado diferentes estudios donde se ha reportado aislamiento de
microorganismo oxidadores de azufre, tal es el caso de la cepa BDA453", que fue aislada de un
manantial termal en Fukushima, Japdn. Esta cepa pertenece a la familia Halothiobacillaceae y esta
relacionado con los géneros Halothiobacillus y Thiovirga, y de acuerdo al analisis del gen 16S
rRNA se determin6 que esta cepa es un nuevo género denominado Thiofaba tepidiphila. Esta
bacteria tiene la capacidad de utilizar especies reducidas del azufre entre alas que se encuentra el
tiosulfato, azufre elemental, sulfuro y tetrationato como donadores de electrones en su proceso de
respiracion y emplea didxido de carbono como fuente de carbono. Las condiciones dptimas de

crecimiento de esta bacteria fueron 45 °C y pH 6,5 (Mori et al., 2008).

Por otro lado, se reporté el aislamiento, a partir de una fosa subterrdnea de almacenamiento de
crudo en Kuji, Japdn, de una bacteria anaerobia facultativa, quimiolitototréfica y oxidadora de
azufre. El analisis filogenético revelo que esta cepa es un nuevo género de la familia
Helicobacteraceae y fue designada como Sulfuricurvum kujiense. Esta bacteria puede emplear
para su crecimiento azufre elemental, tiosulfato e hidrégeno como donadores de electrones y
nitrato como aceptor de electrones en condiciones anaerobias. Ademas, también puede crecer en

presencia de oxigeno bajo condiciones microaerofilicas (Kodama et al., 2004).

De igual forma, se reportd un estudio sobre una bacteria termofilica, denominada cepa CR11T,
aislada de un manantial termal en las estribaciones del sudoeste del volcan Rincon en Costa Rica.
La cepa CR11T estd relacionada con la familia Thermocrinisruber y se le designo como

Thermocrinis minervae, las condiciones 6ptimas de crecimiento de la cepa son una temperatura de
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75°C y un pH de 5,9, y tiene un crecimiento quimiolitotréfico en presencia de S°, S;0%3 0 H2 como

donador de electrones y con O2 como Unico aceptor de electrones (Caldwell et al., 2010).

Asi mismo, Liu et al (2006) reportaron en aislamiento de Paracoccus sulfuroxidans a partir de una
muestra de lodos activado de un biorreactor de tratamiento de aguas residuales. Esta bacteria
presenta un crecimiento hetero-organotrofico y quimiolitotréfico, usando sulfuro reducido como
recurso energético. (Liu et al., 2006). Por otro lado, Sorokin et al. (2012) reportaron el aislamiento
de la cepa HL-EbGr7T a partir de un biorreactor a gran escala que eliminaba H2S del biogas bajo
condiciones de oxigeno limitado, y la cepa ALJ17T aislada de un lago de soda en Kenia. Estas
cepas pertenecen a la familia Gammaproteobacteria y se designaron como una nueva especie del
género Thioalkalivibrio sulfidiphilus. Estas cepas son alcalofilas y presentan un metabolismo
quimiolitotrofico donde utilizan la oxidacion del azufre para la asimilacion autotrofica de CO.. El
crecimiento quimiolitototréfico se observé con sulfuro y tiosulfato en un rango de pH de 8,0-10,5

(Sorokin et al., 2012).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar y seleccionar microorganismos oxidadores de &cido sulfhidrico para su potencial uso en la

produccion de biogas de alta pureza.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar diferentes estrategias de cultivo para aislar microorganismos oxidadores de H.S de

manantiales termales, aguas residuales y aguas de explotaciones mineras.

Aislar y caracterizar fenotipicamente las cepas aisladas de manantiales termales, aguas residuales

y aguas de explotaciones mineras.

Determinar la capacidad de oxidacion de H2S de las cepas aisladas a partir de las diferentes fuentes

de aislamiento.

Identificacion de la estrategia de inmovilizacion adecuada para las cepas seleccionadas
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4. METODOLOGIA

4.1 Disefio de la investigacion

El presente trabajo se llevo a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Sede José Celestino

Mutis de la Universidad Nacional Abierta y a Distancia (UNAD).

4.1.1 Poblacion de estudio y muestra

La poblacion de estudio fueron los microorganismos oxidadores de H2S presentes en un manantial
termal ubicado en Tabio, Cundinamarca, en aguas residuales provenientes de industria de
metalmecanica, y aguas de explotaciones mineras localizadas en el municipio de Mongui y Paz
del Rio del departamento de Boyaca. En la Tabla 4 se presenta la descripcion de los sitios de

muestreo evaluados en este estudio.

Tabla 4. Descripcion de los sitios de muestreo.

Tipo de muestra Ubicacion Nomenclatura
Aguas de manantiales Tabio, AMT
termales Cundinamarca
Aguas producto minero Mina Paz de Rio, AMR
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Boyaca

Aguas productos mineros Mina Sanoa, AMS
Boyaca
Aguas producto minero Mina Pefia, AMP
Boyaca
Aguas residuales industria Bogota, ARMC
metalmecénica Cundinamarca

Fuente. Autor 2017

4.2 Métodos

4.2.1 Recoleccion de muestras

Las muestras se recolectaron en recipientes plasticos estériles de 10 ml y 600 ml, y se transportaron

a temperatura ambiente para su posterior analisis en el laboratorio (llustracion 3).
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lHustracion 3. Recoleccion de muestras aguas mineras y de manantial termal

Fuente. Autor 2017

4.2.2 Estrategias de aislamiento

Para el aislamiento de los microorganismos oxidadores de HzS a partir de los sitios de muestreo
analizados, se evaluaron diferentes tipos de medios de cultivo. En la Tabla 5 y 6 se muestra la

composicién de los medios de cultivo empleados

Tabla 5. Composicién Medio Basico 1.

Medio de cultivo Cantidad por litro
K2HPO4 209
NH4CI 044
MgCl; 6H20 029
FeSO4. 7TH,0 0,01g
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Peptona 2049

Fuente: (Cho et al, 1992)

Tabla 6. Composicion Medio Basico 2.

Medio de cultivo Cantidad por litro
(NH4 )5 SO4 309
KH2 PO4 6.09
K2 HPO4 249
MgSO4:7H2 O 0.15¢g
CaSOq 0.15¢g
FeSO4 0,03¢g
Peptona 209

Fuente: Ramirez et al. 2009

Los medios de cultivos se incubaron a 37 °C, el pH vy el efecto de las diferentes estrategias de

aislamiento evaluadas sobre el crecimiento de microorganismos oxidadores de H»S se determind
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evaluando la densidad microbiana, mediante observacion en el microscopio éptico.

4.2.3 Inoculacion.

Para el crecimiento de microorganismos oxidadores de H,S se inoculo 1 ml de cada una de los
sitios de muestreo analizados, en los diferentes medios de cultivo evaluados. Los criterios que se
tuvieron en cuenta para determinar los tubos positivos fueron: visualizacion del aumento de la
turbidez del medio, verificacion microscépica del crecimiento del microorganismo en el medio
liquido utilizando el microscopio déptico y observacién de presencia de colonia en los medios

solidos (llustracion 4).

lustracidon 4. Incubacion medios de cultivo sélido y liquido

Fuente. Autor 2017

4.2.4 Aislamiento

A partir de los tubos que presentaron una alta densidad bacteriana se realizaron los aislamientos
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en medio solido con el fin de obtener cepas puras. Las cepas aisladas se purificaron a través del

uso repetido de esta técnica hasta obtener cultivos axénicos.

4.2.5 Caracterizacion fenotipica

Las cepas aisladas se caracterizaron fenotipicamente evaluando caracteristicas macroscépicas,

morfologia, coloracion de Gram, presencia de esporas y motilidad.

4.2.5.1 Morfologia

Para el estudio de la morfologia se utiliz6 un microscopio 6ptico (Nikon), que permitié determinar

la forma de las células, coloracion de Gram, motilidad y presencia y posicién de las esporas.

Coloracion de Gram

La coloracion de Gram se realizo6 siguiendo el protocolo Hucker (1965). Se utilizé Escherichia

coli y Staphylococcus aureus como controles (Rubiano, 2006).

4.2.6 Evaluacion de la capacidad de oxidacion de H2S de los microorganismos aislados
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Para determinar la capacidad de oxidacion de H2S, las cepas fueron sub-cultivadas dos veces bajo
las mismas condiciones experimentales (llustracion 5). La evaluacién de la capacidad de oxidacion
de H2S se realiz6 por triplicado. En esta prueba las cepas fueron incubadas a 30°C durante 7 dias,
suplementadas con °S 10 g/L. La oxidacion deH>S se determind mediante la cuantificacion de

sulfatos.

llustracion 5. Sub-cultivo de las cepas seleccionadas

Fuente. Autor 2017

El sulfato (SO42°) se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y puede estar presente en
aguas naturales en concentraciones que van desde unos pocos miligramos por litro hasta algunos
gramos por litro (IDEAM 2007). El ion (S04%) forma una suspension con cloruro de bario (BaCly)
en presencia de acido acético para formar cristales de sulfato de bario (BaSO4) de tamafio
uniforme. En esta técnica se mide la dispersion de luz de la suspensién de BaSOas con un
turbidimetro, y la concentracion de (SO4>") se determina por comparacion de la lectura contra una
curva estandar (IDEAM, 2007). A continuacion, se describe el protocolo seguido para la

determinacion la capacidad de oxidar azufre de las cepas aisladas:
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Cada uno de los cultivos de las cepas aisladas se sometierdn a un proceso de centrifugacion a 6000
rpm durante 30 min, esto con el fin de evitar que residuos solidos interfieran en el proceso de
analisis. El sobrenadante obtenido de cada muestra (150 ml) se trasfirio a un frasco estéril.
Posteriormente, se tomaron 50 ml de alicuota de cada muestra, y se adicionaron 10 ml de solucion
Buffer A, luego se someti0 a agitacion magnética permitiendo que se homogenizara la solucion y
se adicion6 1ml de la solucion en una celda para realizar la lectura inicial en el turbidimetro (HI

88713-1SO, HANNA Instruments).

Posteriormente, se adiciono una cucharada de cristales de BaCl>*2H>0 y se dejo en agitacion por
60 s a velocidad constante, y se dej6 en reposo durante 5 minutos. Finalmente, se realiz6 la lectura
en el turbidimentro y se registraron los datos de turbidez final (llustracion 6). Los resultados

obtenidos fueron reemplazos en la siguiente formula:

MgSO4/L= (((NTUf-NTUI) — Intercepto) /pendiente de la curva) *FD

Donde

To: Tiempo inicial

Tdt: Tiempo después de adicionar el tampon
Tf: Tiempo final después de adicionar el BaCl»
NTUf = Turbiedad final

NTUi = Turbiedad inicial

Intercepto: Intercepto con el eje de las ordenadas
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FD = Factor de Dilucién

La curva estandar se realizé usando soluciones de SO4 de 100 — 1000 mg SO4 disueltas en agua

destilada (Anexo 1).

llustracién 6. Cuantificacién de sulfatos de las cepas aisladas

Fuente. Autor 2017

4.2.7 Evaluacion de diferentes matrices para la inmovilizacién de las cepas seleccionadas

Una vez determinada la capacidad de oxidacion de H>S de los microorganismos evaluados se
procedio a realizar la evaluacidn de diferentes matrices para la inmovilizacion de las dos cepas que
presentaron mayor oxidacion de sulfato, con el fin de seleccionar la matriz de células
inmovilizadas que permita una mayor eficiencia de remocién de H>S. Las matrices evaluadas en
este estudio fueron el bagazo de cafia de azucar y el carbon activado (llustracion 7). La
inmovilizacion de las cepas seleccionadas se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por (Ma et al.
2006), el cual se describe a continuacion. Las cepas seleccionadas fueron cultivadas en 50 ml de

Medio Bésico 1 durante 3 dias y luego la biomasa microbiana se recolecto por centrifugacion a
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6000 g por 10 min. Posteriormente, la biomasa recolectada se colocé en un Erlenmeyer de 250 ml
que contenia 100 ml de Medio Bésico 1 y 40 g de bagazo de cafia de azlcar o carbon activado,
permitiendo la union entre el microorganismo y la matriz (llustracion 7). Transcurridos 15 dias de
incubacion, se evalud la eficiencia de remocion de H>S en cada una de las matrices con las células
inmovilizadas obtenidas, a partir de la cuantificacion de sulfatos descrita anteriormente

(lustracion 8) (Ma et al. 2006).

llustracion 7. Matrices evaluadas para la inmovilizacién de las cepas seleccionadas

Fuente. Autor 2017
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lustracién 8. Cuantificacion de sulfatos de las cepas seleccionadas

=T

Fuente. Autor 2017
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Estrategias de aislamiento de microorganismos oxidadores de H2S

Para el aislamiento de los microorganismos oxidadores de H.S presentes en las muestras de
aguas de manantiales termales, aguas residuales de mineria y aguas de la industria de
metalmecénica, se evaluaron como estrategias de incubacion dos medios de cultivo, Medio
Bésico 1 y Medio Basico 2, con el fin de determinar el medio de cultivo que permitia una
mayor recuperacion de microorganismos oxidadores de H»S. Los medios de cultivos
empleados se caracterizaban por ser un medio oligotréfico suplementado con azufre
elemental (°S), con el fin de asegurar el aislamiento de microorganismos con capacidad de

oxidacion de H.S.

Los medios de cultivo evaluados se inocularon con las diferentes muestras analizadas en este
estudio y se incubaron a 37°C. Después de 2 semanas de incubacidn se evidencio crecimiento
en 17 cepas, determinando que los dos medios de cultivo empleados permitian un crecimiento
similar de los microorganismos, siendo asi que a partir del Medio Bésico 1 se aislaron 9 cepas
y en el Medio Basico 2 se aislaron 8 cepas. En la Tabla 7 se encuentra la distribucion de las

cepas aisladas de acuerdo al medio de cultivo empleado.

El azufre elemental (°S) esta frecuentemente presente en todos los organismos y se produce
en compuestos organicos tales como aminoacidos, proteinas, enzimas, antibidticos y grasas.

Esta presente en sustancias organicas con funciones cataliticas, estructurales y reguladoras.
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Por el contrario, la funcién bioldgica de los compuestos de azufre inorganicos es limitada.
Estos compuestos sirven como fuente de azufre para la asimilacion y sintesis de compuestos
organicos, 0 se usan como aceptores de electrones o donantes en procesos de desasimilacion.
La reduccion asimilativa del sulfato es comun en procariotas, plantas y hongos. Las vias de
desasimilacion son utilizadas principalmente por microorganismos de los dominios Bacteria

y Archaea (Pokorna, 2015).

Respecto al aislamiento de microorganismos oxidadores de azufre se han realizado varios
estudios donde se reporta el uso de °S como estrategia para su aislamiento. Dentro de estos
estudios se encuentra la investigacion realizada por el Centro de Recursos Bioldgicos del
Instituto Nacional de Tecnologia y Evaluacion (NITE) en Japén, donde se aisl6 una bacteria
oxidadora de azufre empleando un medio de cultivo suplementado con azufre elemental a
partir de un manantial termal en Fukushima, Japdn, de acuerdo a los resultados obtenidos en
este estudio se determind que esta cepa es quimiolitoautétrofa, por tal motivo obtiene la
energia para su crecimiento mediante la oxidacion de azufre y la fijacion de dioxido de
carbono (Mori et al., 2008).

Por otro lado, el instituto de Biologia de la Universidad de Islandia, aislo las cepas 2268 y
3838 PRI a partir de dos fuentes termales situados en la zona geotérmica Torfajokull del sur
de Islandia, estas cepas exhibieron crecimiento mixotrofico con la oxidacién de azufre, los
nuevos aislados representan una nueva especie, denominada Thermus. Nov (Bjornsdottir et

al., 2009).
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De igual forma en el Instituto de Investigacion de Recursos y Funcién Bioldgica de la
Universidad de Hokkaido en Japdn, se aislé una nueva bacteria denominadaThiovirga
sulfuroxydans gen. Nov, mesdfila, quimiolitototrofica, oxidante de azufre, denominada cepa
SOO07T, de una biofilm microaerobia de aguas residuales. Se observd crecimiento
quimiolitoautotréfico con azufre elemental, sulfuro y tiosulfato como Unicos donantes de

electrones y oxigeno como aceptor de electrones (Ito et al., 2005).

También el laboratorio Estatal de Recursos Microbianos, Instituto de Microbiologia,
Academia de Ciencias de China, Zhong Guan Cun, aisl6 una nueva bacteria denominada
Thiovirga sulfuroxydans gen. Nov, mesofila, quimiolitototrofica, oxidante de azufre,
denominada cepa SOO07T, de una biofilm microaerobia de aguas residuales. Se observo
crecimiento quimiolitoautotrofico con azufre elemental, sulfuro y tiosulfato como Unicos

donantes de electrones y oxigeno como aceptor de electrones (Liu et al., 2006).

Tabla 7. Distribucién de las cepas aisladas de acuerdo al medio de cultivo empleado

Muestra Medio de cultivo No. Cepas aisladas
AMP Medio basico 2 4
Medio basico 1 2
AMS Medio basico 2 0
Medio basico 1 0
AMR Medio basico 2 2
Medio basico 1 4
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AMT Medio bésico 1 2
ARMC Medio bésico 2 2

Medio bésico 1 1

5.2 Aislamiento y caracterizacién de microorganismos oxidadores de H2S

Mediante el uso de las estrategias de cultivo empleadas en este estudio se aislaron un total
de 17 cepas, 6 cepas de las minas Mongui, 6 cepas de las minas Paz del Rio, 2 cepas del
manantial termal de Tabio y 3 cepas de aguas residuales de la industria de metalmecénica.
La caracterizacion fenotipica de cada una de las cepas aisladas incluy6 la descripcion
macroscopica de las colonias, la descripcion microscépica de la forma de las células, la

coloracion de Gram, la presencia o ausencia de esporas y la motilidad (Tabla 8).
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Tabla 8. Caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas

Sitio de Descripcion Descripcion Presencia de Tincién de
Cepa Motilidad
muestreo macroscopica microscopica esporas Gram
Colonia blanca, plana,
Bacilos cortos,
M1-C1 circular y entera. - - Gram (+)
delgados
Diadmetro 4 mm
Colonia blanca,
Aguas industria elevada, entera 'y Bacilos largos,
M2-C2 - - Gram (+)
minera circular. Diametro 0,2 delgados
(Mongui) mm
Colonia blanca,
elevada, entera 'y Bacilos largos,
M2-C3 - - Gram (+)

circular. Diametro 0,2

mm

delgados
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Agua residual

metalmecanica

M2-C4

M3-C1

M3-C3

M8-C1

Colonia blanca,
elevada, entera.
Diadmetro 2 mm
Colonia blanca,
elevada, filamentosa y
dentada. Didmetro 1
mm
Colonia blanca,
elevada, filamentosa y
dentada. Didmetro 0,2
mm
Colonia gris, elevada,

circular y elevada

Bacilos largos,

delgados

Bacilos cortos,
delgados y se disponen

en cadenas

Bacilos cortos,

delgados

Bacilos cortos,

delgados

Gram (+)

Gram (+)

Gram (+)

Gram (+)
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Manantial

termal Tabio

M11-C1

M15-C1

M13-C3

M13-C2

Colonia blanca, Bacilos cortos,
circular, elevada y delgados y se disponen
entera. Diametro 1 mm en cadenas

Colonia blanca,
Bacilos largos, gruesos
irregular, elevada y
y se disponen en
ondulada. Diametro 0,5
cadenas
mm

Colonia amarilla,
circular, elevada y
Bacilos largos, gruesos
entera. Didametro 0,5
mm
Colonia amarilla,
circular, elevada y
Bacilos cortos, gruesos

entera. Diametro 0,1

mm

Gram (+)

Gram (+)

Gram (-)

Gram (+)
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Aguas industria
minera (Paz del

rio)

M14-C1

M14-C2

M17-C1

M17-C2

Colonia amarilla,
circular, elevada y
entera. Diametro 3 mm
Colonia naranja,
circular, elevada,
entera. Diametro 5 mm
Colonia amarillar,
circular, entera'y
elevada. Diametro 5
mm
Colonia naranja,
circular, elevada,

entera. Diametro 3 mm

Bacilos largos,

delgados

Bacilos cortos, gruesos

Bacilos cortos, gruesos
y se disponen en

cadenas

Bacilos largos,

delgados, no moviles

Gram (+)

Gram (+)

Gram (+)

Gram (-)
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Colonia blanca, Bacilos largos, gruesos

M17-C3 circular, elevada y y se disponen en
entera. Diametro 2 mm cadenas
M18-C1 Colonia amarilla, Bacilos cortos,

circular, elevada y delgados y se disponen

entera. Diametro 6 mm en cadenas

Gram (+)

Gram (+)
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De acuerdo a la caracterizacion fenotipica de las cepas aisladas en este estudio, se
evidencia que dentro de las caracteristicas macroscopicas, la mayoria de colonias son
blancas, circulares, elevadas y enteras, en relacion con las caracteristicas
microscopicas predomina la presencia de los bacilos cortos, delgados y con
disposicion en cadenas. En cuanto a la motilidad se evidencia que 11 cepas presentan
resultados positivos de motilidad y solo la cepa M3-C1 presento presencia esporas.
Con respecto a la coloracion de Gram,15 cepas fueron Gram positivas mientras que

2 cepas fueron Gram negativas.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, se consult6 en diferentes fuentes, sobre
estudios relacionados en donde se utiliz6 aguas provenientes de termales, aguas
residuales y aguas de mineria, para aislar microorganismos oxidadores de H>S,

encontrando los siguientes estudios:

Entre las cuales se destacan el Centro de Recursos Bioldgicos del Instituto Nacional
de Tecnologia y Evaluacion, donde la cepa designada BDA453, se aislo a partir de
una fuente termal en la prefectura de Fukushima, Japén (Mori et al., 2008),de igual
forma tres bacterias termdfilas, aerobias, por hidrogeno y oxidantes del azufre se
aislaron a partir de aguas termales de Islandia cerca del pueblo de Hveragerdi en
EE.UU (Flores et al., 2008), también en el departamento de Biologia Marina y
Oceanografia de Instituto de Ciencias del Mar, aislo una bacteria termdfila, designada
CR117, de una muestra con filamentos recogido de una fuente termal terrestre en las
estribaciones sur-oeste del volcan Rincon en Costa Rica (Caldwell, 2010) y en el

instituto de Biologia de la Universidad de Islandia, Sturlugata, aisld las cepas 2268 y
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3838 PRI a partir de dos fuentes termales situadas en la zona geotérmica Torfajokull
del sur de Islandia (Bjornsdottir, 2009), estos 4 estudios reportaron resultados

positivos de oxidacion de H>S.

De igual forma se encontraron resultados positivos en investigaciones sobre bacterias
oxidadoras de H»S aisladas de aguas residuales, en el laboratorio Estatal de Recursos
Microbianos del Instituto de Microbiologia en China, donde se aislé la cepa LW36T,
a partir de lodos activados de un biorreactor de tratamiento de aguas residuales (Liu,
2006) y en el departamento de Ingenieria Urbana y Ambiental, Facultad de Ingenieria
de la Universidad de Hokkaido en Japdn, se aisl6 la cepa SO07T, de una biopelicula

de aguas residuales microaerdbicas (Ito et al., 2005).

Por otro lado, se encontro6 estudios sobre microrganismos oxidadores H»S, presentes
en aguas residuales procedentes de mineria, entre las que se destaca el estudio
realizado en Mogongalia Virginia Occidental, donde se analiz6 muestras de aguas
residuales provenientes de minas de carbon, con la finalidad de mostrar que los
microorganismos tienen un papel activo en la interrelacion anterior y que la
formacion de &cidos debido a la accion microbiana, en este estudio se utilizé la
bacteria Thiobacillus thiooxidans (Arthur, 1947), por otro lado en el Laboratorio
Estatal de Recursos Microbianos, Instituto de Microbiologia, Academia de Ciencias
de Beijing, en donde se aislo6 la cepa ZJ-6" de la mina de cobre Zi-Jin en Mongolia
Interior de China, (Guo et al., 2009) y la Agencia Japonesa de Ciencias Marinas y
Tecnologia (JAMSTEC), se aisl6 la cepa denominada C55'de la mina de oro

Hishikari, Japon. (Hirayama et al., 2005).
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5.3 Evaluacion de la capacidad de oxidacion de H2S de los microorganismos aislados

Para determinar la capacidad de oxidacion de H.S de las cepas aisladas se empleé la técnica
de cuantificacion de sulfatos. A partir de los resultados obtenidos se determiné que todas las
cepas aisladas en este estudio tienen la capacidad de oxidacion de HzS, ya que presentaron
valores positivos de sulfato, esto indica que las cepas aisladas tienen la habilidad de utilizar
especies reducidas del azufre y oxidarlas hasta sulfato. El promedio de sulfatos cuantificados
en las cepas aisladas fue de 12.32 g sulfato/L. Las cepas que presentaron mayor capacidad
de oxidacion de azufre fueron M14-C2 y M15-C1, las cuales registraron valores de 18.3 g
sulfato/L y 15.4 g sulfato/L, respectivamente. En la Tabla 9 se muestra la cuantificacion de

sulfatos de las cepas aisladas.

Por otro lado, el departamento de Ingenieria Quimica, Universidad de Xian Jiaotong de china,
de acuerdo a estudios realizados en eliminacién bioldgica de altas concentraciones de H»S,
utilizando los microorganismos denitrificans Thiobacillus, donde se evidencia que cuando el
tiempo de retencién fue cambiado de 30 a 100 segundos, presento una concentracion de
influente de 100 mg / L de H.S, las deficiencias de eliminacion estaba por encima de 98%;
cuando la concentracion de entrada de H>S se cambio de 110 a 120 mg/L, se alcanzé un
promedio de eliminacion eficiencia de 96,8% durante la operacion a largo plazo para el

carbdn activado en el biorreactor (Ma et al 2006).

De igual forma, en el Instituto de Microbiologia de la Academia Rusa de Ciencias de Moscu,

Rusia aisl6 la cepa ALM1T, con caracteristicas haloalcalifilica, obligatoriamente autotrofica,
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que oxidaban el azufre de la capa de agua de interfaz de oxigeno-sulfuro de alcalino
estratificado y salino del lago Mono en California, EE.UU, brindando una alta concentracion
de sulfato (130 mM) de H>S, (1mol=gramos/PM, 0.13 x34.065= 4.43 gr de H.S),(Sorokin,
2002).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el microorganismo denitrificans
Thiobacillus, se puede evidenciar que presenta como méaximo oxidacién 0.12 g/L de H.S 'y
la cepa ALM1T 4.43 gr, las dos cepas presentanun rango muy bajo, en comparacion con los
datos de las 17 cepas analizadas en este estudio, en donde la cepa M17-C1 (R2) presenta la
menor oxidacion de 10.4 g/L de H2S y la cepa M15-C1 (R2) la mayor oxidacion de 15.4 10.4

g/L de H>S.
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Tabla 9. Cuantificacion sulfatos de las cepas aisladas

M8 C1 (R1) 8,17 8.94 1089 1081 1080,7 13179,1 13,2
M8 C1 (R2) 8,17 11.0 1054 1046 1045,7 12752,2 12,8
M8 C1 (R3) 8,17 10.7 1091 1083 1082,7 13203,5 13,2
M14 C1 (R1) 15,8 22.2 1160 1144 11441 13951,9 14,0
M14 C1 (R2) 15,8 30.3 962 946,2 946,1 11537,2 115
M14 C1 (R3) 15,8 26.8 1051 1035 1035,1 12622,6 12,6
M15-C1 (R1) 72,8 75.7 1292 1219 1219,1 14866,5 14,9
M15-C1 (R2) 72,8 76.1 1335 1262 1262,1 15390,9 15,4
M15-C1 (R3) 72,8 72.9 1250 1177 1177,1 14354,3 14,4
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M14-C2 (R1)

M14-C2 (R2)

M14-C2 (R3)

M1-C1 (R1)

M1-C1 (R1)

M1-C1 (R3)

M17-C1 (R1)

M17-C1 (R2)

M17-C1 (R3)

M17-C2 (R1)

M17-C2 (R2)

M17-C2 (R3)

11,7

11,7

11,7

23,9

23,9

23,9

30,1

30,1

30,1

4,31

4,31

4,31

13.5

14.2

13.7

26

28.2

28.5

25.9

19.4

27.8

5.59

6.74

33

1511

1099

1185

1078

894

915

963

885

925

1000

1106

1066

1499

1087

1173

1054

870,1

891,1

932,9

854,9

894,9

995,7

1102

1062

63

1499,2

1087,2

1173,2

1054,0

870,0

891,0

932,8

854,8

894,8

995,5

1101,5

1061,5

18282,4

13258,0

14306,7

12853,1

10609,2

10865,3

11375,0

10423,8

10911,6

12140,8

13433,5

12945,6

18,3

13,3

14,3

12,9

10,6

10,9

11,4

10,4

10,9

12,1

13,4

12,9



M18-C1 (R1) 14,3 13.5 873

M18-C1 (R2) 14,3 8.1 1020

M18-C1 (R3) 14,3 6.59 973

858,7

1006

958,7

858,6

1005,6

958,6

10470,2

12262,8

11689,7

10,5

12,3

11,7

To: Tiempo inicial
Tdt: Tiempo después de adicionar el tampén

Tf: Tiempo final después de adicionar el BaCl»

64



5.4 Evaluacion de diferentes matrices para la inmovilizacion de las cepas

seleccionadas

En la Tabla 10 se evidencia la cuantificacion de sulfato de las cepas M14-C2 y M15-C1 en
presencia de las matrices de inmovilizacion evaluadas. De acuerdo a los resultados obtenidos
se evidencia que el bagazo de cafia de azicar permite una mayor oxidacion de azufre de las
cepas seleccionadas, observandose una cuantificacion de sulfato de 23,92 g sulfato/L
(promedio) para la cepa M14-C2 y 24,15 g sulfato/L (promedio) para la cepa M15-C1. En el
caso del carbén activado la oxidacion, se evidencia muy baja oxidacion de azufre, en la cepa
M14-C2 se registro una concentracién de sulfato por debajo de 1 g sulfato/L mientras que en

la cepa M15-C1 la concentracion de sulfato fue inferior a 7 g sulfato/L.

En este estudio se evaluaron el carbon activado y el bagazo de cafia de azdcar, con el fin de
determinar que matriz permite una mayor eficiencia de oxidacion de H.S de las cepas

seleccionadas, M14-C2 y M15-C1.

El bagazo de cafia de azUcar, se escogid por ser un material residual de la cafia de azlcar que
esta constituido por cuatro fracciones de fibra o bagazo (45 %), s6lidos no solubles (2—-3%),
solidos solubles (2-3 %) y agua (49 —51%), permite que sean empleadas en diferentes
procesos industriales, entre los que se destaca la produccién de papel, combustible en la

industria azucarera, producir pulpa, productos aglomerados, entre otros (Aguilar, 2011).

De igual manera el articulo del Diario de ingenieria quimica “El Sevier”, publica una
investigacion de tres materiales de empaque (espuma de poliuretano, bagazo de cafia de

azlcar y fibra de coco) para la biofiltracién de una mezcla gaseosa que contiene sulfuro de
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hidrdgeno (H2S), donde se concluyd que los materiales de embalaje ensayados en este trabajo
son apropiados para la biofiltracién a largo plazo del sulfuro de hidrogeno. (Pantoja et al.,

2010).

Por su parte, el carbon activado posee una capacidad de adsorcion elevada y se utilizan para
la purificacion de liquidos y gases. La adsorcion sobre carbén activado es selectiva, ya que
favorece a las sustancias no polares sobre las polares. Comparado con otros adsorbentes
comerciales, tiene un amplio espectro de actividad adsorbente, excelente
estabilidad fisica y quimica, y facilidad de produccion a partir de sustancias faciles de
adquirir, con frecuencia materiales de desecho (EcuRed, 2017). De igual forma el carbdn
activado se ha utilizado para varios estudios como matriz de inmovilizacién, entre los que se
encuentra, la eliminacion bioldgica de altas concentraciones de H»S, utilizando bacterias
Thiobacillus desnitrificans inmovilizadas con carb6n activado granular (GAC), como
materiales de empaque para inmovilizar Thiobacillus denitrificans para la eliminacion de
H2S, en este estudio se investigaron los factores que afectan al proceso de biodesulfuracion
como adsorcién fisica de la matriz, tiempo de retencién y caida de presion en el sistema de
inmovilizacion y la capacidad del biorreactor para amortiguar la carga y la eficiencia de
remocion en el funcionamiento a largo plazo usando biorreactores de células inmovilizadas.
Los resultados del experimento demostraron que el biorreactor GAC tenia un potencial
significativo para tratar el olor del de H.S, ya que GAC proporciona una superficie mas
uniforme y buena resistencia a la trituracion, lo que permite un mejor control operacional en
areas con capacidad de adsorcion de gas, distribucion de gas y caida de presion. Ademas, el

GAC proporcion6 una mayor capacidad de adsorcion bacteriana (Ma et al 2006).
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Teniendo en cuentas estos estudios, se puede evidenciar que tanto el carbon activado, como
el bagazo de cafa de azucar han sido utilizados como matriz de inmovilizacion, presentando
resultados positivos de oxidacion de H-S, debido a las propiedades que cada uno de estos
compuestos tiene, lo que permiten que estos microorganismos puedan tener un buen

desarrollo.
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Tabla 10. Cuantificacion de sulfatos de las cepas M14-C2 y M15-C1 inmovilizadas en bagazo de cafia de azUcar y carbdn activado

Carbén

activado

Bagazo de

cafa

M14-C2
(R1)
M14-C2
(R2)
M15-C1
(R1)
M15-C1
(R2)
M14-C2
(R1)
M14-C2

(R2)

7,51

7,51

2,8

2,8

17,6

17,6

7,2

7,18

2,28

3,31

24,1

18,9

17,84

23,43

564

532

1983

1975

10,33

15,92

561,2

529,2

1965,4

1957,4

10,18

15,77

561,05

529,05

1965,25

1957,25

124,18

192,35

6842,11

6451,87

23966,50

23868,94

0,12

0,19

6,84

6,45

23,97

23,87
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M15-C1 4,31 16,9 1995 1990,69 1990,54 2427491 24,27
(R1)
M15-C1 4,31 13,7 1975 1970,69 1970,54 24031,01 24,03

(R2)
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Por otra parte, en la llustracion 9 se presenta la grafica de comparacion de la cuantificacion
de sulfatos de las cepas M14-C2 y M5-C1 sin y con inmovilizacion. De acuerdo al analisis
de la grafica se observa que en presencia de la matriz de carbon activado la cuantificacion de
sulfatos de las cepas seleccionadas disminuye significativamente en comparacién con los
resultados obtenidos sin inmovilizar las cepas, esto sugiere que probablemente el carbon
activado afecta la capacidad de oxidacidn de especies reducidas del azufre. Por su parte, en
presencia de la matriz de bagazo de cafia las cepas M14-C2 y M14-C1 aumentan
significativamente la concentracion de sulfato producido en comparacion con las
concentraciones de sulfato obtenidas sin inmovilizar las cepas, indicando que posiblemente
esta matriz contribuye a potencializar la capacidad de oxidacion de azufre de las cepas M14-

C2y M5-CL.

De acuerdo a estudios realizados en eliminacion biologica de altas concentraciones de H.S,
utilizando los microorganismos denitrificans Thiobacillus, se ha utilizado como matriz de
inmovilizacion el carbono activado granular (GAC). Los resultados mostraron que GAC, se
evidencio que las bacterias tenian mayor capacidad de adsorcion, mostro mayor resistencia a
cargas de choque y permitié un mejor control operacional con respecto a la caida de presion,
concentracion de influente de 100 mg/L de H.S, se encontré que la tasa de eliminacion
méaxima y la constante de media saturacion eran 666,7 mg (H2S) / (L - d) y 20,8 mg/ L. (Ma

et al. 2006).

Teniendo en cuenta los resultados del analisis con carbdn activado granular como matriz de
inmovilizacion, utilizando los microorganismos denitrificans Thiobacillusse observo que la
oxidacion fue de 0.1 g sulfato/L, de acuerdo a estos resultado, se evidenciaque tiene mayor

capacidad de oxidacion que la cepaM14-C2 donde se obtuvo un promedio de 0.155 ¢
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sulfato/L y menor en comparacion con la cepa M15-C1 donde el promedio fue 6.645g

sulfato/L.

De igual forma en cuanto al bagazo de cafia de azlcar se utilizo para un estudio a traves de
la biofiltracion de una mezcla gaseosa que contiene sulfuro de hidrégeno (H.S). Se
obtuvieron cultivos mixtos a partir de dos fuentes, biofiltros sumergidos aireados y lodos
activados, y se utilizaron como indculos. Los biofiltros alcanzaron una eficiencia de
remocion del 100% después de dos dias de operacion. El tiempo de residencia en el lecho
vacio fue de 49 segundos para cada uno de los biofiltros. Los reactores fueron operados
simultaneamente y las concentraciones de entrada de H.S variaron entre 184 y 644 ppmv

durante el funcionamiento continuo a largo plazo de los biofiltros (100 dias), (Pantoja, 2010).

De acuerdo a los resultados obtenidos con el bagazo de cafia de azlcar en el estudio de
biofiltracién de (Pantoja, 2010), los resultados estan en rangos de 0,184 y 0,644 g sulfato/Lde
oxidacion de H-S, es un resultado muy bajo en comparacién con la cepa M14-C2 que
presento un promedio de 23,92 g/l y con la cepa M15-C1 donde el promedio fue 24,159

sulfato/L.
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lustracion 9. Comparacion de la cuantificacion de sulfato (g sulfato/L) de las cepas M14-

C2 y M15-C1 en ausencia y presencia de matriz de inmovilizacién

25,00 -

20,00 -

15,00 */

m M15-C1

10,00 - mM14-C2

5,00 /

0,00
Cultivo puro Bagazo de caia Carbén activado

Cuantficacion sulfato (g sulfato/L)

Los resultados obtenidos de la investigacidén permiten demostrar que las matrices empleadas
para la inmovilizacion fueron capaces de oxidar H>S para las condiciones experimentales
evaluadas, al obtener en promedio 0,12 a 6,84 g sulfato/L para el carbdn activado y 23,87 a
24,27 g sulfato/L para el bagazo de cafia de azucar, con una diferencia significativa, lo que
permite afirmar que el bagazo de cafia de azucar tiene potencial significativa como matriz
inmovilizacion, convirtiéndose en una guia para el futuro disefio y operacion de este sistema

a escala industrial.
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6. CONCLUSIONES

Se emplearon dos medios de cultivo como estrategia para aislar microorganismos
oxidadores de H.S de manantiales termales, aguas residuales de explotaciones mineras y
aguas residuales de metalmecéanica, los cuales permitieron el aislamiento de bacterias

oxidadoras de azufre.

Se aislaron 17 cepas oxidadoras de H»S, a las cuales se realizaron observaciones
fenotipicamente de cada una de las cepas aisladas, evidenciandose las caracteristicas
macroscopicas y microscépicas, dentro de las que se destaca la morfologia, coloracion

de Gram, presencia de esporas y motilidad.

Todas las cepas aisladas tienen la capacidad de oxidar especies reducidas de azufre,

presentando los valores promedios de oxidacion de 2.83 g sulfato/L.

De las 17 cepas que se analizaron, se evidencio que los resultados mas altos de oxidacion

se presentaron en la cepa M14-C2 18.3 g sulfato/L y la cepa M15-C1 15.4 g sulfato/L.

De acuerdo a los resultados finales obtenidos, se evidencio que el bagazo de cafia de
azlcar como matriz de inmovilizacion de las cepas M14-C2 y M15-C1, brindo excelentes
condiciones de desarrollo de los microorganismos, obteniendo un promedio de oxidacién

de 24,035 g sulfato/L de HS.
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7. RECOMENDACIONES

En estudios futuros se espera que los microorganismos oxidadores de H.S, aislados
de aguas residuales de metalmecénica, de mineria, de termales y de otras fuentes, se
pueda emplear en la produccion de biogés de alta pureza, a través de un biorreactor a

mediana o gran escala.

De igual forma se pueden continuar realizando estudios con diferentes muestras de
aguas residuales, donde se considere que hay presencia de H>S, con el fin de
determinar en cual muestra de agua estan los microorganismos que presenta mayor

capacidad de oxidacion.

Por otra parte, se podrian emplear otros medios de cultivo como estrategia de
aislamiento y diferentes matrices de inmovilizacion, con la finalidad de observar el

comportamiento de los microorganismos y la capacidad de oxidacion de estos.

De acuerdo a las investigaciones, se evidencio que el H2S, causa grandes problemas
de corrosion de estructuras en el hormigdn y el acero, motivo por el cual seria de gran
ayuda realizar investigaciones utilizando estos microorganismos, con el fin de

contribuir a la solucion de estos problemas en el area industrial.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo 1. Curva patron de sulfatos

A partir de la solucion patron de sulfatos de 1000 mg SO4/L y de 100 mg SO4/L, se toman

las alicuotas que se sefialan en la tabla, y se diluye al volumen correspondiente.

Tabla. Especificaciones de preparacion de estandares de calibracion y de control.

3curva 15 500
5 control 25 500
10 curva 5 500
20 curva 5 250

30 control 15 500
40 curva 10 250
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