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RESUMEN

En México, la industria petrolera es de gran importancia. El crudo mexicano
se caracteriza sus altas concentraciones de compuestos de azufre, nitrégeno y
metates. El H.S, uno de ellos, representa riesgos a la salud por su propiedades
téxicas, clasificado por Naciones Unidas como un residuo peligroso, puede causar
daios a! medio ambienie por su corrosividad, mal olor, alta demanda de oxigeno y
por ser precursor de Ja lluvia Acida. Las aguas residuales lamadas aguas amargas
provenientes de esta industria son complejas debido a la presencia de
compuestos aromaticos, sulfuros, sulfatos, CO2, nitrégeno amoniacal y sales por lo
que es necesario realizar un estudio que permita conocer posibilidades de tratarlas
antes de la descarga y minimizar efectos a salud y medio ambiente.

En el presente tfrabajo se estudiaron las condiciones que favorecen la
oxidacién biolégica de sulfuros en un reactor de recirculacion, y su transformacion
parcial en azufre elemental limitando la cantidad de oxigeno presente, también se
estudio el efecto del incremento en |a tasa de dilucion. En una relacion de oxigeno
a sulfuro_ cercana a 0.8 se presenté la mayor produccion de aiufre elemental, la
cual fue del 92%, la tasa de dilucién maxima con la que se trabajo, fue de 1d™, Ia
carga manecjada en esta tasa de dilucién correspondio a 2 g/Ld de sulfuro. La
velocidad maxima de oxidacion de 22 4 mgHS/gyr*min con una Ks de 0.3 mM de
suffuro. Al evaluar la presencia de nitrdgeno amoniacal, se observé que a cargas
de hasta 1750 mg/ld sin que se observara efecto negativo alguno sobre los
microorganismos o sobre la eficiencia de oxidacion de sulfuro, la proteina se
incrementd desde 55 mg/l hasta 197 a medida que se incrementé la carga de
nitrégeno la cual inicié con un valor de 84 mgfld. La presencia de compuestos
aromaticos (fenol y p-cresol) aparentaron no presentar efecto alguno sobre el
proceso de sulfoxidacion ya que hasta cargas de 200 mgid de fenol la eficiencia
del proceso no fue inhibida, la presencia de p-cresol en pruebas en lote mestré
inhibicion en el crecimiento de los microorganismos en concentraciones de 50 a
200 mg/l.



1. GENERALIDADES

1.1 Quimica del azufre

Azufre elemental. El azufre es el segundo elemento del grupo VI de la tabla
periddica. Se encuentra en la naturaleza como una mezcla de cuafro isétopos
(32,33,34 y 38). La abundancia natural de éstos es 95.1%, 0.74%, 4 2% y 0.016%
respectivamente. El azufre es un solido amarillo que forma cristales ortorrombicos
(azufre rémbico), es poco soluble en agua (5 pg/l de S a 25 °C) y muy soluble en
disolventes no polares como tetracloruro de carbono y bisulfuro de carbono. Su
punto de fustén es de 112 8 °C (Pauling, 1964, Alcantara, 2000)

1.1.1 El ciclo del azufre
El azufre se encuentra en [a naturaleza en diferentes estados de oxidacién y
forma diferentes compuestos generados por procesos quimicos ¢ bioldgicos, todo
dentro de un ciclo {figura 1,1) denominado ciclo biogeoguimico del azufre. En este
cicto, aungue son posibles varios estados de oxidacion, tres de ellos tienen, por su
estabilidad, una mayor importancia en la naturaleza (Alcantara, 2000): -2
{sulfhidrilo R-SH y sulfuro HS), 0 (azufre elemental, S°) y +6 (sulfato, S047).

Fl ciclo del azufre, junto con los ciclos del carbono y nitrégeno es de los mas
importantes en la naturaleza. El ciclo del azufre tiene una parte oxidativa y otra
reductiva, las cuales, en un ecosistema natural, deben estar balanceadas. Del lado
reductivo, el sulfato (SO, y azufre (8% actlian como aceptores de electrones en
el metabolismo de un amplio rango de bacierias anaerobias (Widdel, 1988). En el
lado oxidativo del ciclo, los compuestos reducidos del azufre y el azufre son
oxidados bioldgicamente por tres vias: &) oxidacién anaerobia por bacterias
fotosintéticas, b) oxidacion quimica espontanea con oxigeno y ¢) oxidacién con
oxigeno o nitrato por bacterias incoloras (Buisman, 1989).
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Figura 1.1 Ciclo del azufre, Madigan y col., 1987

La importancia del ciclo del azufre se inscribe con refacién a tres aspectos:

a) A los seres vivos.
b) A la industria {(econdmico}.
c) A la contaminacion ambiental.

Los seres vivos necesitan de azufre para su metabolismo ceiular. Se ha
reportado que 1% del peso de las bacterias es azufre (Lee y col., 1995) y se
incorpora a éstas por una reaccion de reduccion asimilativa del sulfato

La industria quimica tiene una gran demanda de azufre elemental para la
produccidon de acido sulfdrico el cual es utilizado para la sintesis de muchos
compuestos organicos e inorganicos

 TESIS CON
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En 1989 se estimb que la emision global de azufre a la atmdsfera fue de 200
millones de toneladas (Janssen, 1998) Entre los compuestos que se emiten con
mayor frecuencia estan el SO, el Hz8 y el CS;,entre otros, siendo la mayor parte
de las emisiones de origen industrial debido al uso de combustibles fésiles, la

refinacién del petroleo y la produccién de acido sulfurico.

1.1.2 Sulfuro de hidrégeno o acido sulfhidrico (H.S)

El azufre inorgénico se encuentra en la naturaleza en varios estados de
oxidacion siendo los suifures el mas reducido y sulfatos el mas oxidado (tabla 1.1). '
Muchos microorganismos {particularmente Thiobacill) consiguen energia para su
crecimiento de la oxidacion de compuestos parcialmente reducidos de azufre
{Alcantara, 2000).

Tabla 1.1 Estados de oxidacién de compuestos inorganicos de azufre.

ESTADO DE OXIDACION
-z [i] +2 +4 +6
HS 5 s0 $0. 50,
HS' Se H.S0. HSO; H,S0,
g0 505" 50

Los sulfuros solubles (H.S, HS", $?) son frecuentemente encontrados en
aguas residuales relacionadas con la industria del petréleo, La fuente de estos
sulfuros es generalmente la reduccion de suifatos por bacterias suifato reductoras

{BSR) mediante las siguientes reacciones.

Reacciones AG® (kd/mol)*
4H,0 + SO.2 + H* — HS + 4H,0 -38.1
CH3CO; tacetaty + SO;2 —» 2HCO; + HS' 478
CH3CH.CO; ™ ropionatey + % S0s2 —»CH,CO0" + HCO3 + % HS + % H" -377
CH3(CH,)2C0; putiratoy+ ¥ SO42 — 2CH;CO00 " + % HS + % H* 278
CH3CHOHCOY;  (iactato) + % SO42 ~—»CH;COO + HCOz + % HS + % H*  -80.0
CH3CH;0H (etanoh + % SO42 —PCH,CO0™ + % HS + H0 -66.4

*AG®. Valores tomados de Tahuer y col. (1977)
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Et sulfuro de hidroégeno, H:S, es muy volatil (punto de fusién de -856 °C y
punto de ebullicion de -60.7 °C) También es altamente soluble en agua, 0.1 M a
25 °C aproximadamente, {Alcantara, 2000).

1.1.2.1 Reacciones quimicas del sulfuro

La forma mas reducida de los compuestos de azufre, es el H:S, un gas
venenoso,. Inflamable, aftamente soluble en agua (aproximadamente 0.1 M a 25
°C} con un pK; cercano a 7 y un pKz de 13. Las bajas concentraciones de sulfuro
de hidrégeno en la naturaleza se mantienen gracias a la baja solubilidad de
sulfuros metalicos que se producen en reacciones de condensacion con iones
cbmo Hg” o Ag" los cuales tiene solubilidades muy bajas. La reaccidn siguiente
muestra fa combustion oxidativa de! H2S como una reaccién de oxidacién quimica
(Susuki, 1999).

SO;

v

H,S + 320,

En presencia de yodo (l2) se oxida hacia azufre elemental produciendo
condiciones &cidas (Susuki, 1999).

o HS + h > S + 2 + 2H'

El H28 sufre reacciones de condensacion como las mencionadas con los
metales y también para producir dcido tiosulfirico (Susuki, 1999)

[
>

HS + S0; « HS-SO:H

1.1.2.2 Reacciones biolégicas del sulfuro

~ El sulfuro de hidrogeno es generado por la reduccién de sulfatos en
condiciones anaerobias por bacterias sulfato reductoras como se muestra (Susuki,
1999):
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SOs2 + materia organica » S? + HO + CO;

§2 + H T——> HS

HS + HY E——® H:S
1.1.2.3 Reacciones enzimaticas de compuestos reducidos de azufre
La oxidaciéon microbiana de compuestos de azufre inorganicos es gobernada
por reacciohes quimicas y enzimdticas (Suzuki,1959). Las reacciones gquimicas
pueden ser aceleradas por enzimas como catalizadores bioldgicos.

La figura 1.2 muestra las reacciones de oxidacién microbiana para

compuestos reducidos de azufre (Suzuki, 1999), basandose en el conocimiento de
las reacciones enzimaticas.

$-50;" 4——» 0,8-8-8-SO7

Figura 1.2 Reacciones enzimaticas de compuestos reducidos de azufre (Suzuki,
1999)

La reaccion 1 catalizada por sulfuro-oxidasa produce azufre elemental e} cual
es oxidado hacia sulfito en la reaccién 2, catalizada por una enzima sulfuro-
oxidante. La reaccion 2 es inhibida por N-etilmaleimida (NEM), un agente tio-
enlazante y cuando el sulfurc es oxidado en presencia de NEM, el azufre forrnado

se acumula como azufre elemental sdlido, S° con un octeto estable 83 (reaccién
B).
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1.1.3 Probiematica ambiental generada por H;S.

El H2S se emite al ambiente también por diferentes industrias y procesos
como la teneria o curtiduria, produccién de etanol a partir del bagazo de la caiia,
produccion de viscosa, celofan y la petroguimica, como resultado del tratamiento
anaerobio de aguas residuales que contienen sulfato, de la extraccidon de gas
natural y de la eliminacion biologica de CS; (Sublette y Sylvester, 1987, Buisman y
col., 1989, Torres y col., 1993 y Revah y col., 1995},

La toxicidad, propiedades corrosivas, olor desagradable, las altas demandas
de oxigenc y capacidad como precursor de la formacion de lluvia acida (debido a
la alta volatilidad del sulfurc) (Buisman y col, 1990), dictan estrictos controles para
la descarga de sulfuros al medio ambiente Las propiedades corrosivas se reflejan
en el dafio que hacen a las paredes en reactores, pipas de acero y otros sistemas.
El problema del mal olor por presencia de sulfuros es debido a que en diluciones
de éste de 0.002 mg/l de aire e! compuesto es perceptible (Buisman y col., 1980).

El H;S recuperado en operaciones metanogénicas generalmente se incinera,
asi, el proceso se transforma de un problema de contaminacion de aguas a un
problema de contaminacién de aire (Rajganesh y col, 1995}, en el cual la
combustién de H2S produce diéxido de azufre, un contaminante regulado.

1.1.3.1 Riesgos a la salud

El sulfuro de hidrégeno estd clasificadc como un residuo peligroso cuyo
Numero de Identificacion de Naciones Unidas es 1053, pertenece al grupo de los
Gases Toxicos Inflamables (grupo 2) y sus peligros potenciales se mencionan a
continuacion (Guia Norteamericana de Respuesta en Caso de Emergencia, 1996).

41.1.3.2 Efectos a la salud

A bajas concentraciones, el sulfuro de hidrégeno presenta propiedades de
toxicidad y se hace perceptible su caracteristico olor a huevo podrido. La tabla 1.2

Il
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habla de la toxicidad del H>S y cuales son los efectos que causa en un nivel de

conhceniracion dado.

Tabia 1.2 Efectos a la salud causados por el H;:S

CONCENTRACION (ppm) EFECTO A LA SALUD
1 Percepcion de mal clor (hueve podrido)
10 Mdxina exposicion permitida en dreas de trabajo por jomada de Shrs
100 Dolor de cabeza y nausea, pérdida det sentido del offato (2-15min)
200 Répida pérdida del sentido del cifato. ardor de cfos y traguea.
500 Pérdida det equibrio y razenamiento, insuficiencia respiratoria en 200min
700 inconsciencia inmediata, sin un tratamiento adecuado paro respiratorio y muente.

Adaptado de Alcantara, (2000)

La Guia Norteamericana de Respuesta en Caso de Emergencia (1996),

elaborada por El Departamento de Transporte de los Estados Unidos, Transporte

de Canada y la Secretaria de Comunicaciones y Transportes de México, en el

marco del Tratado de Libre Comercio agrupan a este compuesto como uno que

puede presentar las siguientes caracleristicas:

1. Toxico; extremadamente peligroso.

2. Puede ser fatal si se inhala o se absorbe por la piel.

3. El olor inicial puede ser irritante o pestilente y puede disminuir su sentido del

5
6.
7.
8
9

olfato.

El contacto con gas o gas licuado puede causar quemaduras, lesiones severas
y/o quemaduras por congelacion.

El fuego producira gases irritantes, corrosivos y/o tHxicos.

Las fugas resultantes del control del incendio pueden causar contaminacion,
Material extrernadamente inflamables.

Puede formar mezclas explosivas con el aire.

. Puede incendiarse por calor, chispas o flamas.

10.Los vapores de gas licuado son inicialimente méas pesados que el aire y se

esparcen a través del piso.

11.Los vapores pueden viajar a una fuente de incendio y regresar en flamas.

12 La fuga resultante del control puede crear incendio o peligro de expiosion.

12
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13 Los contenedores pueden expictar cuando se calientan, los cilindros con

rupturas pueden proyectarse.

Ei H2S es uno de los contaminantes mas téxicos y también tiene un gran
efecto inhibitorio sobre los sistemas anaerobios o metanogénicos. De acuerdo con
Anderson y col. (1982}, podria ser colocado como uno de los inhibidores mas

importantes.

1.4 Procesos de oxidacién de sulfuro de hidrogeno (H:S)

Existen diferentes métodos de oxidacion de H;S que se conocen en la
actualidad, éstos pueden ser fisico-quimicos o biolégicos. Los métodos biolbgicos
de tratamientc de aire, contaminado con este compuesto, son relativamente
econémicos en comparacion a técnicas convencionales como incineracién o
absorcién en carbon activado. Los procesos biologicos se desarrollan a
temperatura ambiente por lo que no requieren energia adicional y no generan

productos contaminantes (Janssen, 1997).

1.4.1 Métodos fisico-quimicos de separacion y tratamiento.

Existen diferentes procesos fisico-quimicos para separar los compuestos
reducidos de azufre dentro de la industria del petrdleo. En el caso del H,S el
proceso comercial mas utilizado en gases y corrientes de aire contaminado con el
acido es el proceso con aminas (atrastre con vapor de agua mediante columnas
de platos, Sublette, 1887). El proceso consiste en contactar gas con la solucidn, el
solvente de amina se calienta entre 90 y 150 °C para liberar HzS y el solvente se
regenera. El sulfuro de hidrégeno se incinera o se convierte a azufre elemental por
el proceso Claus o Stretford (Nagl, 1987; Velasco, 2001). Sin embargo, los
sulfuros recuperados generalmente se incineran convirtiendo un problema de agua
en uno de aire por la produccion de didxido de azufre y por favorecer la formacion
de lluvia acida (Rajganesh y col., 1995).
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Mediante ofro mecanismo, ios suffuros pueden oxidarse a tiosulfatos por
oxidacién con aire. Para ello se requieren de altas presiones y los tiosuifatos
producidos tienen DBO y DQO considerables (Rajganesh y col., 1995).

Pequefas cantidades de sulfuros pueden precipitar con sales de cobre (il) o
zinc (ll), més, si estos precipitados se exponen a condiciones acidas, el HzS se

puede regenerar (Rajganesh y col., 1895).

Algunos otros métodos fisico-guimicos usados con frecuencia son la
aeracion, cloracién, ozonacion y fratamiento con KMnQ, y H202 Sin embargo,
todos estos tratamientos producen sulfatos y tiosulfatos como productos finaies,
son de naturaleza compleja, tienen altos requerimientos de energia y altos costos
para la disposicion de los desperdicios producidos (Restrepo y col, 1999)

Aungue estos procesos son muy efectivos en la recuperacion de azufre, los
residucs de azufre liberados af ambiente son atin muy altos. El gasto de energia
necesario para producir las condiciones extremas de presion y temperatura hacen
que el costo de operacion de los procesos mencionados sea alto (Janssen, 1998).

De aqui surge la necesidad de buscar tecnologias alternativas que ofrezcan
soluciones sustentables. Tal es el caso de los fratamientos bioldgicos empleando
microorganismos que sean capaces de transformar por reacciones de oxido
reduccion los compuestos reducidos de azufre hacia azufre elemental (Buissman,
1989; Torres y col, 1993; Janssen, 1996).

1.4.2 Métodos biolégicos

Los tratamientos bioldgicos empleando microorganismos son capaces de
transformar por reacciones de Oxido-reduccion dxidos de azufre, sulfuros,
disuifuros y otros compuestos azufrados a azufre elemental (Buisman y col., 1989;
Torres y col. 1993; Janssen, 1996).
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Los procesos biclégicos utilizados en la eliminacidn de HzS se pueden
clasificar de la forma siguiente (Buisman y col, 1989, Jensen y Webb, 1885,
Janssen y col , 1997)

Oxidacion anaerobia por bacterias fotosintéticas.
Oxidacion anaerobia por microorganismos nitrificantes.

Oxidacion por un proceso quimico-biolégico.

o N o=

Oxidacion aerobia por bacterias sulfooxidantes.

1.4.2.1 Oxidacién anaerobia por bacterias fotosintéticas.

Cork y col (1986) propusieron el uso del microorganismo anaerobio
fotosintético Chlorobium limicola var. Thiosulfaum que oxida al H:S en azufre
elemental. Al utilizar cultivos en batch y en continuo, mostraron que las
velocidades de entrada del gas (H:S) y la cantidad de luz en el biorreactor fueron
determinantes en la optimizacion de la eliminacion del compuesto. Encontraron
que el 67.1% del compuesto fue convertido a azufre elemental mientras que el
32.9% permanecié como compuestos azufrados solubles en agua.

Kim y col. (1990) inmovilizaron células de Chlorobium fimicola var,
Thiosulfaum en una matriz de estroncio-alginato y reportaron que la acumulacién
de azufre o sulfato estd en funcién de la energia luminica y la velocidad de
alimentacion.

La mayor desventaja en el uso de bacterias fotosintéticas a gran escala se
debe a los requerimientos de energia radiante y por lo tanto, a la necesidad de
una gran superficie de contacto con ella en los reactores (Alcantara, 2000).

Sanchez y col. (1996) reportaron la operacién de un sulfidostato {quimiostato
con control de concentracién de sulfurc) para la oxidacion de HzS con la bacteria
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fototrofa chromatium vinosum. El control se logré mediante una sonda redox y

diferentes niveles de luminosidad.

1.4.2.2 Oxidacion por organismos nitrificantes

Thiobacillus denifrificans es un microorganismo autGtrofo estricto y
anaerobio facultativo. Bajo condiciones anaerobias el nitrato se utiliza como un
aceptor final de electrones con reduccidn a nitrégeno elemental mientras el
tiosulfato, azufre elemental y acido sulfhidrico se usan como fuentes de energia

con la oxidacién a sulfato (Sublette y Silvester, 1987).

Sublette y Silvester (1887) reportaron el crecimiento anaerobio de
Thiobacillus denifrificans sobre acido sulfhidrico en un reactor continuo tipo tanque
agitado. Encontraron que la concentracion de biomasa y las condiciones
ambientales son las variables mas importantes en este proceso. Por otro fado
reportaron que la presencia de organismos heterétrofos no tiene un efecto
importante sobre el crecimiento de T. denilrificans por lo que las condiciones de

esterilidad no son importantes

Ongcharit y col. (1989) desarrollaron un procedimiento para la inmovilizacion
de células para Thiobacillus denitrificans en un cultivo mixto con bacterias
heterdtrofas cuya caracteristica es la formacion de agregados con buenas
nropiedades de sedimentacién. E! cultivo fue crecido. en presencia de tiosulfato
como dnica fuente de energia y sin una fuente de carbone organica en un cuttivo
eh lote. Se supuso que los heterétrofos utilizan los productos de desecho de
Thiobacillus denitrificans o bien los productos de la lisis celular como fuente de
carbono y energia. Los agregados fueron posteriormente utilizados para eliminar
H28 en un reactor continuo de tanque agitado con recirculacién de la biomasa.

Debido a que el HS es un sustrato inhibitorio para Thiobacillus denilrificans
el reactor fue operado en condiciones limitadas de acido pero se obtuvo una
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eficiencia de eliminacion del compuesto de 90 7%. se encontré también que la
acumulacion de sulfato puede provocar, a altas concentraciones, un efecto
inhibitorio en el proceso de oxidacion.

Sublette (1990) reportd la aplicacion de un proceso en planta piloto para el
tratamiento de biogas producide en un digestor anaerobio. Sin embargo, sélo

alcanzé eficiencias de eliminacién del acido de 0.15%

Candenhead y sublete (1990) evaluaron ofros microorganismos del género
Thiobacillus (T. thioparus, T versatus, T. neopolitanos, y T. thioxidans) con ef
propésifo de determinar si alguno de ellos ofrecia ventajas sobre Thiobacillus
denitrificans en la oxidacion aerobia de H;S. Ninguno ofrecio ventaja clara ya que
todos mostraron bajos rendimientos de biomasa comparados en condiciones

similares de crecimiento.

Bulsman afirma que este sistema no es ampliamente aplicable debido al
requerimiento de nitrato (Buisman y col ., 1990).

1.4.2.3 Oxidacién por un proceso quimico-biolégico.

Imaizumi (1986) reporié un proceso de eliminacion de H:S utilizando un
procesc quimico-biolégico con una solucién férrica y et microorganismo
Thiobacillus ferroxidans. El acido se hace precipitar como azufre elemental

HoS + FexS0Og)s — S + Z2FeSOy + Hp50,
El azufre elemental se separa y el sulfato férrico se regenera por la
oxidacién biologica del sulfato ferroso ufilizando T. ferroxidans. La solucién

oxidada se recicla al absorbedor. Se ha reportado una eficiencia del 99% de
eliminacién de H:S en una planta comercial existente.
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1.4.2.4 Oxidacién por bacterias sulfoxidantes.

Bacterias sulfoxidantes "incoloras” de azufre

E! nombre "incoloras" de azufre, se usa para designar a los procariotes
capaces de utilizar compuestos reducidos de azufre (principalmente sulfuro de
hidrogeno, azufre elemental y tiosulfato) como fuente de energia para su
crecimiento (Velasco, 2001). La falta de fotopigmentos en estas bacterias (color
rosa en cultivos con alto crecimiento celular) es la causa de que se les califique

como incoloras (Alcantara, 2000).

Bajo condiciones de suficiente oxigenc en el sistema, el producto final de Ia
oxidacioén es el sulfato. Sin embargo, en el caso del sulfuro y tiosuifato y bajo
ciertas condiciones de cultivo (imitacién de oxigeno o cargas altas de fuente de
energia) es posible observar [a formacion de azufre elemental como producto de la
oxidacion parcial de dichos compuestos. La oxidacion del HzS en medio acuoso,
permite la transformacion de este gas en una molécula disociada no volatil que
puede posteriormente ser recuperada. Varios sistemas bioldgicos son capaces de
acelerar fuertemente este proceso (Plas y col. 1993)

Una gran parte de los conocimientos fisiologicos de estos microorganismos
proviene del estudio de un nimero limitado de géneros. La facilidad de los
Thicbacilli para ser cultivados en laboratorio los convierte en los mas estudiados y
esto ha permitido entender las rutas bioguimicas de la oxidacion de los
compuestos reducidos de azufre {Alcantara, 2000},

Los Thiobacilli son microorganismos aerobios y facultativos, Gram-negativos
con forma de bacilos que miden entre 1 y 3 um de largo y aproximadamente 0.3
pm de ancho, Estos microcorganismos no necesitan factores ambientales
especiales ya gue dependiendo de la especie pueden tener actividad a intervalos
de pH que van de 05 a 10 con temperaturas entre 20 y 75°C, la mayoria son
autotrofas, pero también pueden crecer heterotrificamente. Se encuentran en
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diferentes habitats: suelo, agua dulce y de mar, desechos &cidos y aguas
(Alcantara, 2000).

Los Thiobacilli utilizan formas inorganicas de compuestos reducidos de
azufre (suffuro, disuifuro, tiosulfato, azufre elemental, sulfito, tiocianato y
politionatos) como fuente de energia y CO2 como su principal fuente de carbono.
Normaimente usan Oz como aceptor de electrones aunque existen especies como
T. denitrificans, capaces de usar nitrato como aceptor en condiciones anaerobias
{Ongcharit y col. 1991; Janssen y Webb, 1995}, Algunas especies son capaces de
utilizar carbono organico como fuente de carbono supiementaria. Debido a los
requerimientos nutricionales simples de los quimiolitétrofos, su uso en la remocidn
de Hzs es muy ventajosa (Kelly, 1890).

En [a tabla 1.3 se dan ejemplos de bacterias sulfoxidantes y sus condiciones

de crecimiento (Madigan y col., 1999).
Tabla 1.3 Bacterias sulfc-oxidantes

Bacterias Donador de efecirones pH de crecimiento . Tipo*
Thiobacillus thiooxidans §7 5,0.°, & 25 (5}
Thiobacilus ferroxidans Fe'? 8,05 8 26 F

Thiohacilus thiopsrus CNS $,0,2 § 68 o]
Thisbacllus denitrificans CNS 8,0, 8 68 o
Thiobaci@lys intermedius §,0,% § glutamato 26 F

Thiobacls novellus £:0:% 5 glutamato ' 68 F
Thiomicrospira pelophita 5% 8,0 5 68 o

Suffolubus acidocaldarius S, gitamato, peptona 23 F

+ O = Autotrdfico obligado; F = Autotréfico facultétivo.

En condiciones aerobias este tipo de bacterias puede oxidar H.S a azufre
elemental (Janssen y col. 1995; Kuenen, 1975). Las reacciones que se llevan a
cabo son:

2HS + O, — » 285° + 20H AG® (kJ/imol) = -169.35 (1)

2HS + 40, ——» 250,2 + 24" AGP® (kJ/mol) = - 732 58 (2)
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Aqui, la energia libre de Gibbs se da por mol se sulfuro. Sobre condiciones
de limitacién de oxigeno o altas cargas de sulfuro, el azufre elemental sera el
producto predominante mientras que la formacién se sulfato se produce bajo
circunstancias de limitacion de sulfuro y exceso de oxigeno (Buisman y col. 1991).
Debido a que la formacion de sulfato rinde mas energia, esta reaccion es preferida
por los microorganismos. Con un control adecuado se puede favorecer la
oxidacion parcial reduciendo el consumo de oxigeno, la formacion de lodos y
optimizando la recuperacion de azufre (Janssen y col. 1997, Alcantara 1999).

La efiminacion del H.S se lleva a cabo mediante un proceso de oxidacin
aercbia por microorganismos suffoxidantes, los cuales oxidan a los compuestos
reducidos de azufre para obtener energia Util para su metabolismo. A este grupo
pertenecen microorganismos de una gran diversidad fisiolégica y morfolégica. los
géneros que perenecen a este grupo son: Thiobacillus, Thiomicrospira,
Suifolobus, Thermothrix, Pseudomonas, Thiovulum, Beggiatoa, Thiothrix, Thiospira
y Thioploca. Un aspecto importante es si estas bacterias almacenan o excretan el
azufre producido dentro de la célula. Especies del género Beggiatoa, Thiothrix y
Thiospira acumulan en el interior de [a célula el azufre producido, esto dificulta ¢l
proceso de eliminacién de azufre ya que deberia producirse una gran cantidad de
biomasa y el azufre seria dificil de separar de ésta. Los microorganismos del
género Thiobacillus poseen la caracteristica de que el azufre producido es
excretado al medio lo que facilita la separacién del azufre y no requiere de una
generacion alta de biomasa (Alcantara, 2000).

Buisman y col (1890) proponen y desarrolian un proceso biotecnoitgico
para [a eliminacién de H,;S utilizando micrborganismos del génerc Thiobacillus.
Encontraron que el azufre elemental y el sulfato son los principales productos de la
oxidacion biolégica del H-S. Utilizaron dos reactores continuos con agitacion
compieta de igual construccion variando dnicamente el volumen y las cantidades
de particulas para el soporte de los microorganismos. Se estudiaron factores
ambientales con los resultados siguientes: pH optimo 8.0-8.5, temperatura 6ptima
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25-35 °C. se encontrd que al incrementar la concentracion de oxigeno las
velocidades de oxidacién se incrementaron proporcionalmente hasta tener una
eficiencia del 95% a pH de 8 5 y 3 mg/lde OD.

Buisman y col. (1980) Estudiaron el efecto de diversos factores de la
fermentacién con la finalidad de determinar su importancia en la optimizacién de la
produccién de azufre elemental. Los factores evaluados fueron: la concentracion
de oxigeno disuelto, la concentracion de H;S y el uso de un sistema con particulas
para soporte de los microorganismos. Reportdé que a concentraciones de H:S
mayores a 10 mg/ml se genera menos de! 10% de sulfatos cuando la
concentracién de oxigeno permanece por debajo de 6 mg/l. Sin embargo reporté
que a concentraciones mayores a 20 mg/ml la influencia de la concentfracion de
oxigeno es insignificante, a concentraciones menores de 20 mg/ml, la produccién
de sulfatos se incrementa cuando aumenta la concentracién de oxigeno de 3 a
9mg/l. Compard tres sistemas diferentes de reactores empacados con poliuretano
{agitado, biarrotor y flujo ascendente) en la eficiencia de conversién de sulfure a
azufre elemental, analizando también los tiempos de retencién Los reactores
biorrotor y flujo ascendente mostraron mejores resultados en la efiminacién de
H,S.

Buisman y Prins (1994) reportaron un proceso bioldgico para la
desulfuracidn de gas de combustion {SOz} a nivel planta piloto y con proyecciones
a su aplicacion industrial en una termoeléctrica con capacidad de produccién de
600MW.

El proceso utilizado consta de cuatro secciones, en el orden siguiente:
» Una seccién de absorcion de SO,

» Un reactor biolégico anaercbio.

s Un reactor biolégico aerobio.

*»  Una seccion de recuperacion de azufre.
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Los autores reportaron que los parémetros de mayor importancia a ser
controlados son: a) el pH del liquido del lavado del gas de combustién (seccién de
absorcién) antes de entrar al primer reactor. b) el oxigeno disuelto en el reactor
aerobio para lograr una oxidacion parcial del sulfhidrico y recuperar azufre

elemental

En una fase inicial se trataron 1500 m°h de gas de combustion,
reportandose eficiencias de eliminacion de SO: del 95% y de H.S del 89% con

recuperacion de azufre def 85%.

Revah y col. (1995) y Torres y col. (1993) reportaron un proceso bioldgico de
eliminacién de CS; y H:S de un gas proveniente de la fabricacién de celofan y
rayéon con la conversion a azufre y sulfato. Utilizaron una poblacion mixta que
contenia microorganismos del género Thiobacillus. Las concentraciones de los
compuestos azufrados llegaron hasta 1000 ppm de cada uno logrando eficiencias
del 98% de eliminacion de H.S y 80% de CS; los equipos disefiados han
operado varios afios con flujos de hasta 800 m*/min.

Hinz y col. (1998} investigaron sobre la desorcion del sulfuro de hidrégeno
utilizando un reactor agitado en lote y encontraron que ia resistencia de desorcién
en las fases liquida y gas son dependientes de la velocidad de agitacion. Se
evalué un modelo basado en la teoria de pelicula.

Recientemente se reportan nuevas configuraciones de equipos que permiten
tratar altas concentraciones (hasta 2500 ppmv) de H;S en aire uiilizando
biclavadores de lecho escurrido (BLE) en serie con alta conversién a sulfato
(Hugler y col. 1899). Otras configuraciones de BLE fratan olores de plantas de
tratamienfo con concentraciones diluidas de H,S, otros suifuros, COVs y
nitrogenados. Este tipo de sistemas ha sido estudiado por Lobo y col. (1999)
donde se menciona factores como importantes a los fenémenos de transferencia
gas-liquido y de reaccion
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Como ya se menciené, la oxidacion biolégica de H2S por microorganismos
sulfoxidantes se presenta en dos etapas (Janssen y col, 1997). La formacion de
$° se prefiere por varias razones: a) el azufte elemental es insoluble en agua, por
lo tanto se puede sedimentar y separar de la corriente acuosa que lo contiene; b)
de la misma forma, este azufre se puede purificar y reutilizar, lo que te da un valor
agregado al proceso; c) evita la concentracion de sulfatos que en concentraciones
mayores a 30 g/l tienen un efecto negativo sobre la oxidacion, y; d) la formacién de
suifatos requiere de 4 veces mas oxigeno ¥ en consecuencia una mayor demanda

de energia en aireacion.

Los frabajos de Buisman (1998,1994,1991,1990,1989) fueron los primeros
que se reportaron con este fin. Sin embargo, hasta 1997 (Janssen y col.,)
reportaron un sistema que favorecid la acumulacion de §° a partir de la oxidacion

parcial de H;S.

Janssen y col (1895) estudiaron la formacion de sulfatos y azufre elemental
como productos de la oxidacion de sulfuro y comprobaron gque ésta puede ser
controlada dependiendo de la cantidad de oxigenc suplementada, concluyéndose
que ajustando éste, la reaccion puede dirigirse hacia la formacion de azufre
elemental. Encontraron que bajo condiciones de OD limitadas (abajo de 0.1 mg/l),
el azufre elemental es el producto mayoritario en la oxidacidon del HyS, mientras
que la formacion de sulfato se favorecié por concentraciones limitadas de H:S o
concentraciones de OD mayores a 0.1 mg/l. Posteriormente (Janssen y col. 1997)
reportaron un proceso biotecnologico de maxima recuperacion de S° a partir de Ia
oxidacién de H:S. En este {rabajo se disefio y estudié un reactor de lecho
expandide para conseguir la oxidacién de sulfurc hacia azufre elemental y producir
éste con buenas propiedades de sedimentacion, separando etapa de reaccién de
etapa de aireacion. Se obituvo como resulfado un buen precipitado con
concentracion mayor al 92% de azufre elemental y velocidades de sedimentacion
de las particulas superiores a 25 m/h. En 1998 el mismo grupo de investigacion
aplico potencial redox para el control de un biorreactor sulfurc-oxidante y
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determiné que un potencial redox en el caso es mayormente determinado por la
concentracién de sulfuro de hidrégeno debido a que este compuesto posee un alto
estandar de cambio de densidad de cortiente con una superficie del electrodo de
platino. Determind que los valores optimos redox para la formacion de azufre se
encuentran entre -137 y -247 mV a 30°C y pH de 8.

Restrepo y col. (1999) estudié a oxidacion biolégica de sulfuros encontrado
en las aguas residuales de refineria usando un reactor de lecho fijo de flujo
continuo. Obtuvo remociones mayores al 90% para concentraciones de sulfuro
desde 300 hasta 1600 ppm obteniendo como principales productos finales
sulfatos, tiosulfatos y tiosulfitos.

Alcantara (2000) estudié la oxidacidn biolégica de los compuestos
reducidos de azufre utilizando un consorcio de microorganismos sulfoxidantes,
evaluando los parametros que determinan la oxidacién parcial del tiosulfato en
azufre elemental. Establecio las condiciones de cultive que favorecen la
oxidacion biolégica de los compuestos reducidos de azufre siendo éstos, una
temperatura de 30 °C, un pH entre 5.5 y 7 y una concentracion de OP superior o
igual a 0.2 mg/l. Determiné que a concentraciones mayores a 20 g/t de sulfato se
afecta negativamente la oxidacion biolégica de CS;, mientras que si se alimenta
tiosulfato (30 g/, el sistema soporta hasta 40 g/l de sulfatos. Estudio los efectos
de la presencia de amonio y levaduras en el medio hallando favorable la de
amonio y desfavorable la de levadura cuando su concentracion es mayor a 500
mg/i. Utilizd inhibidores de cadena respiratoria para observar el efecto sobre el
crecimiento tanto en el crecimiento como en la oxidacion parcial del fiosulfato en
azufre elemental, en las pruebas realizadas en lote hallo que en concentracién
0.5mM de cianuro el efecto fue parcialmente negativo mientras en pruebas en
continuo se inhibié completamente el crecimiento microbianc. Sin embargo, a
concentraciones de 0.1 mM de cianuro el crecimiento en continuo del consorcio no
resulté afectado.
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Velasco (2001) realizé estudios sobre los factores gque determinan la
oxidacion biologica de tiosulfato en azufre elemental utilizando un reactor de
recirculacion con las fases de aireacién y reaccion separadas con un COnsorcio
sulfoxidante y concluyd {utilizando azul de metileno y agua) que un reactor de este
tipo tiene el comportamiento de un reactor de mezcla completa con dos zonas una
sin turbulencia en la parte inferior del reactor y otra con turbulencia y mezcla
completa para tasas de dilucion de recirculacién mencres de 4 b, mientras que
para diluciones mayores a 4 h™' el reactor se comporta como uno completamente
mezclado sin zona muerta. Observé que cuando la carga de sustrato aumenta la
biomasa incrementa su valor. Cuando evalu6 la composicién de los aglomerados
de azufre elemental determiné que el 90% del aglomerado es azufre elemental y
6% es biomasa (lo cual concuerda con lo reportado por Janssen y col. en 1997)

1.5 Las aguas amargas y su caracterizacion

En México la normatividad existente referente a agua no menciona limite
alguno para la concentracion de sulfuro en efluentes de aguas residuales tratadas.
El azufre en el crudo se puede encontrar en forma de sulfuros, sulfatos y suifitos,
aungque la mayor parte esta incorporado en la matriz orgénica en forma de
sulfonas, tiofenos, tioles y substitutos de benzotiofenos y dibenzotiofenos
(Monticello y Kilbane, 1991). Durante el proceso de refinacién det crudo ée
generan diferentes corrientes ricas en compuestos azufrados, principatmente en
fos siguientes procesos (PEMEX, 1984; Kensell y Quinlan, 1997): tratamiento y
fraccionamiento de hidrocarburos ligeros y pesados, desulfuracion de fracciones
intermedias (hidrodesulfuracion), cracking catalitico y endulzamiento del gas

amargo.

Las aguas amargas se originan debido al uso de vapor para el agotamiento
de las torres de destilacion ¢ de la reduccién de [a presién parcial de hidrocarburos
en ias plantas de cracking térmico o catalitico. También, en algunas unidades de
refineria inyectan agua de lavado para absorber compuestos corrosivos © sales
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que puedan causar taponamiento. Este vapor o agua entra en contacto con
hidrocarburos que contienen H,S, produciéndose asi el agua amarga (Kensell y
Quinlan, 1997). Tan solo en la refineria "Miguel Hidalgo", ubicada en la ciudad de
Tula, estado de Hidalgo en México se generan 1500 m*/d de aguas amargas
(comunicacion personal: Ing. Rosa Maria Vazquez, Refineria "Miguel Hidalgo®,
Tula, Hidalgo. (2000).

Tabla 1.5 Caracteristicas de las aguas amargas de la refineria de Tula, Hidalgo (unidades cataliticas I y II)

PARAMETRO {(mg/l UNIDAD CATALITICA UNIDAD CATALITICA N
EXCEPTO pH (MARZO 2000) (MARZO 2000}
Pardmetros globales.
pH 8.58 1012
DQo 140 2142
Nitrdgeno amoniacal 4.7 1416.2
Nitrégeno organico 136 119.6
Fasforo total. 0.45 1.87
lones
Sulfatos 3375 609.1
Sulfito 150 0.
Tiosulfato [ 2180 -
Cloruros 103 7
Fosfato 0
Carbonato 0
Nitrato 23 0
Orgénicos.
Fencles 25 155
Cresoles 10 130
2.5 DMPh ) %5
Metales
As 0.007 0.007
Cd 0.143 0.168
Fe 0.416 0.684
Mg 11,71 0.98
Ca 3029 1.84
K 10.85 0.576
Na 1.869 1.3618
Hg <0.0025 <0.0025
Al <11 <11
Otros.
Sufuro totat | 150.0 | 7300

Fuente: IMP 2001, Informe Técnico proyecto IMP-D21, Canfidencial
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Ademas def H.S, las aguas amargas contienen cantidades importantes de
amoniaco, fenoles, cianuros, CO;, algunas sales, acidos y otros compuestos como
los poliaromaticos y el grupo denominado BTEX Rajganesh y col en 1885
realizaron una caracterizacion de aguas amargas, las concentraciones
determinadas fueron las siguientes (en mg/l): dcido acético, 400; fenol, 5;
benceno, 5; tolueno, 2; sulfuro total, 70.

La tabla 1.5 muestra la caracterizacion de las aguas amargas de la refineria
de Tula, Hidalgo. Donde se demuestra que ademds de sulfuro, existe ia presencia

de compuestos organicos, nifrégeno amoniacal, metales y otros iones.

Haciendo una revisién de lo estudiado hasta la fecha con respecto a la
oxidacion biol6gica de H2S y su transformacion parcial en azufre elemental se
puede mencionar que se han realizado estudios scbre el uso de diferentes
géneros de microorganismos sulfoxidantes, se ha trabajado acerca del usoc de
diferentes sistemas biotecnolégicos de reaccion o combinaciones de procesos
quimicos con sistemas bioldgicos, se ha trabajado en las condicicnes ambientales
y factores gue intervienen para favorecer el crecimiento de los microorganismos
sulfoxidantes. También se han estudiado aquelios factores y condiciones que
favorecen la optimizacion de formacion de azufre elemental como lo son fa carga
de sulfuro y la concentracién de oxigeno disuelto en el reactor y la recuperacion de
azufre se ha optimizado mediante el disefio de un reactor que separa las fases de
reaccién y de aireacion para favorecer el control de la concentracion de oxigeno
disuelto en el reactor y la formacién de azufre elemental. Incluso se mencionan
aplicaciones industriales exitosas con eficiencias de remocion superiores al 90%
en el tratamiento de efluentes liquidos y gaseosos que contienen H.S y ofros
compuestos reducidos de azufre.

A pesar de lo estudiade y de los resuliados positivos obtenidos, no se
mencionan estudios sobre fratamiento de aguas residuales de la industria
petrolera (las cuales ofrecen, por sus caracteristicas de efluente complejo,
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dificultades particulares al momento .de ser tratadas como la presencia de
compuestos aromaticos y nitrégeno amoniacal, fosforo, sales, algunos iones y por
supuesto la presencia de H;S) donde se identifique el efecto que los compuestos
aromaticos y el nitrogeno amoniacal puedan causar al proceso de sulfoxidacion y

la transformacion de H.S en azufre elemental.

1.6 Procesos biolégicos de tratamiento con Thiobacillus en presencia de

compuestos organicos 6 aromaticos.

Existe en general, poca informacién acerca de estudios realizados sobre
microorganismos del género Thiobacillus.

Alcantara (2000) realizd estudios sobre el efecto de la concentracion de
levadura en el proceso de sulfoxidacion hallando desfavorable la presencia de
ésta en concentraciones superiores a 500 mg/l.

En el tratamiento de aguas amargas, Rajganesh y col. 1995, observaron ia
presencia de compuestos aromaticos como benceno (5 mgfl), tolueno ( 2 mg/),
fenol (5 mg/l) y acidos carboxilicos (400 mg#) sin que existiera efecto sobre el
proceso de oxidacion de sulfuro de hidrégeno por microorganismos del género
Thiobacillus.
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2. OBJETIVOS Y ALCANCES

2.1 Objetivo general

Evaluar el proceso de oxidacién biolégica de sulfuros en un reactor con
recirculacién bajo la influencia del nitrégeno amoniacal, fenol y p-cresol, variando
la carga de sulfuro, el tiempo de retencion, la relacién oxigeno sulfuro y la

presencia de nitrégeno amoniacal, fenol y p-cresol.

2.2 Objetivos particulares

1. Cuantificar la formacion de biomasa en un reactor compleiamente
agitado utilizando como fuente de energia sulfuro y tiosulfato.

2. Estudiar el efecto de la variacidén en la tasa de dilucién sobre la
oxidacién de sulfuro disminuyendo el tiempo de retencidén hidraulico y
aumentando la carga de sulfuro alimentada.

3 Estudiar el efecto de la relacion oxigenofsulfuro sobre la formacion de
azufre elemental a partir de la oxidacion de sulfuro.

4. Estudiar el efecto de diferentes cargas de nitrégeno amoniacal sobre [a
sulfoxidacion aumentando la carga de nitrégeno amoniacal en Ia
alimentacion.

5. Estudiar el efecto del fenol y p-cresol sobre la oxidacion de sulfuro
adicionando fenol y p-cresol al proceso de sulfoxidacion.
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2.3 Hipotesis

Es posible llevar a cabo el proceso biolégico de sulfoxidacion, en presencia

de nitrégeno amoniacal, fenol y p-cresol.

2.3 Alcances

A partir del trabajo de investigacidn se enfenderan los mecanismos que
determinan la oxidacion parcial del sulfure en azufre elemental. Por otro lado, se
obtendré informacion sobre el efecto que pueden ocasionar diversos compuestos
presentes en aguas residuales de la industria petrolera como nitrégeno amoniacal
y compuestos aromaéticos sobre el proceso de sulfoxidacién.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Metodologia general

La metodologia seguida para este trabajo, consté basicamente de los

siguientes pasos.

1 Montaje de las técnicas analiticas. Con base en las necesidades del
proyecto se definieron fas diferentes {écnicas analiticas que se habrian de
utilizar.

2 Desarrollo de biomasa. Se busco desarrollar biomasa en cantidad suficiente
para realizar la experimentaciéh planteada.

3 Montaje y puesta en marcha de la experimentacion. Se utilizdé un reactor de
recirculacién en condiciones de pH y temperatura controlados para oxidar
biolégicamente sulfuro.

4 Estudiar efecio de variables sobre e! proceso de sulfoxidacion. Se
estudiaron, las condiciones que favorecieron la oxidacién parcial del sulfuro
en azufre elemental, el efecto de la tasa de dilucién, diferentes cargas de

nitrdgeno amoniacal y efecto de compuestos aromaticos.
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3.2 Material biologico

Con la finalidad de desarroliar biomasa adaptada a la oxidacién de sulfuro se
utilizé un consorcio adaptado a oxidar tfiosulfato durante cuatro afios en el
Laboratorio de Ingenieria Quimica de la Universidad Autonoma Metropolitana,
Unidad Atzcapotzaico. Este consorcio se inoculd a un reactor de tipo tanque
agitado para su desarrollo.

Con el fin de asegurar el desarrollo de biomasa, observar el proceso de
sulfoxidacion y estudiar el efecto de diferentes condiciones sobre el proceso en un
reactor de recirculacion, se utilizé un consorcio sulfoxidante proveniente de un
biolavador de lecho escurrido, empacado con un soporte inerte de PVC. Este
equipo se utiliza para la eliminacién de bisulfuro de carbono y acido sulfhidrico y
ha permanecido en operacion durante 5 afios. Este consorcio se combind con el

generado en laboratorio.
3.3 Medio de cultivo

El medio de cultive utilizado fue el descrito por Sublette (1987}, utilizando
Na,S como fuente de energia, Este compuesto ha sido utilizado como modelo de
estudio en diferentes trabajos (Sublette, 1987; Buisman y col., 1990; Janssen y
col, 1997). La composicién del medic es la siguiente (g/); Na;HPQO, 1.2, KH:PO,
1.8, MgS0Q,4 .7H:0 0.4, NHsCI 0 5, MnCl, 0.02, CaCl, 0.03, FeCls 0.02, NaHCO;
1.0, solucioén de metales pesados (zinc, cobre, niquel, cobalto, estafio y bario) 15
mifl y agua destilada '

3.4 Cultivo discontinuo de microorganismos

Utilizando un reactor del tipo tancjue agitado marca Aplikkon de 25 1, se
inicié el eultivo discontinue del consorcio utilizando como fuente de energia sulfuro
y tiosulfato de sodio en mezcla, con una carga inicial de 1.25 g/id. El cultivo se
inicio en lote y posteriormente se inicié un operacién en discontinuo, desplazando
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una cantidad de volumen diarioc de acuerdo al tiempo de retencién requerido.
Considerando que el indculo utilizado estuvo adaptado a oxidar tiosulfato, se inicid
con una mezcla sulfuro-tiosulfato y disminuir gradualmente la carga de tiosulfato.
Para evitar la pérdida de biomasa, el material retirado se centrifugé y el pellet

resultante se resembré en el reactor.

Se evaluaron diferentes tiempos de retencion y diferentes cargas de la
mezcla sulfurc-tiosulfato

Tiempos de retencién de 11, 5§ y 3 dias.

Cargas de mezcla sulfuro-tiosulfate en g/id de 1.25 (12 dias), 2.0 (8 dias), 14
(8dias), 1.8 (20 dias) y 0.2 (13 dias).

3.5 Cultivo continuo de microorganismos

Se utilizé una mezcla del consorcio generado en el reactor discontinuo y un
consorcio sulfoxidante , proveniente de un biolavador de lecho escurrido utilizado
en la eliminacién de bisulfuro de carbono y acido sulfhidrico para reinocular el
reactor de recirculacién. Este se alimentd solamente con sulfuro de sodio y se
manejaron diferentes tasas de dilucion, se evaluaron las condiciones que
favorecen la formacion de azufre efemental, se evalué el efecto de la presencia de
nitrégeno amoniacal y el efecto de la presencia de compuestos aromaticos (los
periodos de evaluacién para cada condicién fueron de al menocs cinco tiempos de
residencia en el estado estacionario).

Las tasas de dilucién evaluadas, en dias™ fueron: 0.2,0.3, 05y 1.0.

| as cargas de alimentacion de sulfuro fueron, (g/ld): 03,06,08,10y 20

La presencia de nitrégeno amoniacal se evalué adicionando NH,C! al medio
mineral en concentraciones diferentes para tener las siguientes cargas: 0084,
055y1.75¢g/d
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3.6 Métodos analiticos

3.6.1 Determinacion del oxigeno disuelto {OD) en la fase liquida.

Se utilizdé un medidor de OD marca Applikon YSI modelo 30B SENSOR
DIS.OX.(ADI) L= 385 mm, 7-15 I, & = 12 mm. La calibracidn se realiz6
infroduciendo el electrodo en agua previamente aireada (30 min} a saturacion de
OD para asegurar que el valor de lectura es el de saturacién El valor cero de
oxigeno disuelto en agua se ajustd gasificando con Nz una porcién de agua hasta
que no existiera oxigeno presente {30 min). El valor maximo de OD para las
condiciones de 30 °C y 2300 metros scbre el nivel del mar es de 5.74 mgO.i.

3.6.2 Determinacién de compuestos azufrados (57,5,0;, SO4 ¥ §°)

36.21 Determinacion colorimétrica de sulfuros (Cord-Ruwisch, 1985)

El sulfuro precipita en un medio acido (HC!) con sulfato de cobre formando
una solucion coloidal de sulfuro de cobre. La absorbancia de la sﬁspensién de
sulfuro de cobre se determina en espectrofotémetro y la concentracion de sulfuros
por lectura en la curva estandar. Para prevenir la pérdida de sulfuro se cuida que
no haya gran aireacion y se provee un pH mayor a 9 con adicién de NaOH. La
presencia de color o materia suspendida en grandes cantidades ocasiona
interferencia. Tiene un limite maximo de 25 mM de S~
Procedimienio.

1. En un tubo de ensayc se adicionan 4 ml. de reactivo de cobre (4,14 ml HCI
concentrado mas 1.25 g de CuS0O4*8H:0, en 1 litro de agua destilada)

2. Bajo agitacitn, se adiciona 0.1 mi de muestra.

3. La reaccidn se lleva a cabo en 5 seg y se lee de inmediato a 2=480 nm (por
duplicado)

4. Se realiza el mismo experimento con los blancos, El blanco consiste en 0.1 mi
de muestra y 4 ml de solucién de HCI (4.14 mi de HCI conc. en 1 litro de agua)
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5 El promedio de los blancos se resta al promedio de los de reactivo de cobre y
el valor obtenido se Heva a la curva estandar para conocer la concentracion.
6. Se utiliza un blanco general de 4 mi del reactive de HCI para todos los tubos.

3.6.2.2 Determinacion colorimétrica de sulfatos (Sheen y col., 1955)

El ion sulfato precipita en un medio con &cido clorhidrico y cloruro de bario,

formando cristales uniformes como sulfato de bario, la absorbancia de la solucion
se mide por nefelometria o espectrofotometria y la concentracién del ion sulfato
se determina por comparacion de la lectura con una curva estandar, que vade 0 a
40 mg/l. La lectura se realiza a A= 420 nm. La sensibilidad aproximada es de 1
mg/l de sulfatos.
Es conveniente incorporar un cronémetro para asegurar que el tiempo de agitacién
para cada muestra en cada paso sea el mismo. Por otro lado, también es
necesario que los imanes utilizados en cada muestra sean del mismo tamafio y
que la velocidad de agitacion sea la misma.

Reactivos:

1) Mezcla de reaccion: disolver 75 g de NaCi en 300 ml de agua destilada,
agregar 30 ml de HCI concentrado, 100 ml de alcohol isopropilico al 95%.
Posteriormente mezctar con 50 mi de glicerol

2) Cloruro de bario. _

3) Solucién estandar de sulfato: Pesar 149.7 mg de Na;S0, anhidro y llevar a 1
litro con agua destilada. Hacer diluciones con incrementos de 5 mg/l en un
rango de O a 40 mg/l para la curva patron.

Procedimiento:

1} Colocar 50 ml de muestra diluida 1:5b en un vaso de pp de 100 ml.

2) Agregar 5 ml de mezcia de reaccion.

3) Agitar 1.5 min (todas las muestras a velocidad constante).

4) Adicionar una cucharada de cristales de cloruro de bario y dejar agitando a
velocidad constante 1 minuto exacto.
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5) Leer absorbancia a 420 nm.
6) E!blanco se prepara con agua destilada y se sigue el mismo procedimiento.

3.6.2.3 Determinacion colorimétrica del azufre elemental (Bartlett y Skoog,
1954).

El método permite una rapida y precisa determinacion de pequefias
cantidades de azufre elemental en hidrocarburos. En una solucién de acetona, el
azufre elemental reacciona rapida y cuantitativamente con cianuro para dar el
complejo ticacianato; el cual, se puede determinar colorimétricamente por la
adicion de acetona con cloruro férrico. El método es sensible para
concentraciones de 2 ppm de azufre elemental. Los peréxidos, sulfuros, bisulfuros
y mercaptanos no interfieren cuando estan presentes en grandes cantidades. La
prescencia de agua durante la prueba podria disminuir la coloracién, Ia exposicion
a la luz solar durante tres horas provoca un decaimiento en la absorbancia del
20%, la presencia de algunos compuestos organicos de azufre asi como sulfuros
podrian interferir en el analisis. En general la presencia de compuestos organicos
presentes en las fracciones del petréleo no interfieren en la determinacién. El
método alcanza una precision del 98 al 99%. La absorbancia se lee a A= 465 nm,
El limite de deteccion es de 50 mg/l maximo.

Reactivos:

1) Solvente de acetona. Diluir 50 ml de acetona en 950 ml de agua destilada.

2) Solucién de cianuro de sodic. Disolver 0.1 g de NaCN en 100 mi de solvente
de acetona.

3) Solucién de cleruro férrico. Disolver 0.4 g de FeCl; 6H.0 en 100 ml de solvente

de acetona, dejar reposar 24 hrs

Procedimiento:

1) En un matraz volumétrico de 25 mi colocar una dilucion de 1 ml de muestray 4

ml de éter de petréteo.
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2) Se adicionan 15 ml de solucién de cianuro de sodio y se deja reposar por dos
minutos.

3) Se afora con solvente de acetona

4) Se toma una alicuota de 5 ml y se mezcla con 5 ml de solucion de cloruro
férrico. Se deja reposar 10 min.

5) Se determina la absorbancia a 465 nm

6) El blanco es una mezcla de solvente de acetona y cloruro férrico, también se

deja reposar 10 min.

3.6.2.4 Determinacion de sulfato y tiosuifato por cromatografia de liquidos
{HPLC)

Se utilizd un equipo marca Varian modelo 1100, la columna utilizada
(lonospher-A) de intercambio iénico tuvo unas dimensiones de 250 mm de longitud
por 4 mm de didmetro interno. Se utilizé ftalato de potasio (40 mM) como fase
mobvil a un flujo de 1.5 mi/fmin y una presion de 140 bars

3.6.3 Determinacidn colorimétrica de biomasa {Lowry, 1951),

Este método utiliza el reactivo de Folin fencl para la determinacion de
proteina. El uso del reactivo es debido a su sensibilidad y facilidad del
procedimiento. Esta es una forma indirecta de determinar la biomasa, utilizando
una curva patrén de albumina bovina de 0 a 250 mg/l. La lectura se realiza a A=
540 nm.

Los reactivos utilizados son

A) Sulfato de cobre pentahidratado al 1% en agua.

B) Tarirato doble de sodio y potasio al 2% en agua.

C) Carbonato de sodio at 2% en hidréxido de sodio 1N,
D) Preparar cuando se va a utilizar 1A + 1B.

E) Preparar cuando se va a utilizar 1D + 50C.
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Reactivo de Folin - preparar al momento de utilizar en relacion 1:1 con agua.

para tratar un namero determinado de muestras es necesario seguir la siguiente

guia:
N° VOL E VOL -A VOL B VOL C REACTIVO FOLIN AGUA
MUESTRAS {ml) (ml) () {ml) FOLIN {mi) (mf)
(ml)
5 35 0345 0345 34 31 35 175 175
Procedimiento:

1. Tomar 0.5 ml de muestra y adicionarle (0.5 ml de NaOH 2N. agitar en vortex e
hidrolizar en agua a ebullicion durante 5 minufos.

Tomar 1 ml de agua destilada para blanco y seguir con el proceso.

Preparar el reactivo E.

Agregar 5 ml del reactivo E y agitar en vortex.

Dejar reposar 10 min. cada tubo.

Preparar ef reactivo de Folin fenol.

Agregar 0.5 ml de reactivo de Folin fenol y agitar en vortex.

Detar reposar 30 min.

© @ N O kLN

Leer a 590 nm.

Para las anteriores determinaciones (sulfato, proteina, azufre elemental y
sulfuro) se utilizé un espectrofotémetro marca HACH modelo DR/2000 de lectura
directa.

3.6.4 Determinacién de nitrégeno amoniacai.

Para la determinacién de nitrogeno amoniacal se utilizé un electrodo marca
ORION modeio 95-12. El método consiste primero, en asegurar un pH superior a
11.5 para que el nitrdgenc se encuentre disuelto en forma de ameniaco. Este valor
se consigue agregando una sofucion que contiene 5M NaOH, 0.5M EDTA, 10% de
metanol y azul de metileno como indicador Se agregan dos mililitros de la
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solucion alcalina a 100 ml de la muestra, si el pH es correcto la solucién se torna

azul y el color persiste, si el color no persiste se agrega un mililitro mas.

Una vez que la muestra posee el pH necesario, se agita a velocidad
constante. El frasco se tapa con un tapén de caucho que tenga un agujerc para
introducir el electrodo y que éste quede sujeto. En el frasco se forrma un equilibrio
en fase gaseosa entre vapor de agua y amoniaco. La lectura se da en milivoltaje,
es lineal hasta 1000 ppm y se realiza en un equipo ORION modelo 720A.

3.6.5 Determinacién de fenol y p-cresol por cromatografia de gases

La determinacion se realizd en un equipo de cromatografia de gases marca
Hewlett Packard serie 8890, con inyector de 2 pl de muestra, con una relacion split
50:1, columna capilar Alltech AT1000 de 50 m X 25 pm X 0.40 pum, el flujo fue de 1
ml por minuto. El horno posee una temperatura de 180-200 °C con una velocidad
de incremento de 2 °C/min, el detector es FID y el gas acarreador usado fue helio.

El tiempo de la prueba fue de 16 minutos.

3.7 Estudio del efecto de los compuestos aromaticos, fenol y p-cresol, y la
concentracién de sulfuro sobre el proceso de sulfoxidacion y los

microorganismos por prucbhas de respirometria

Se realizaron pruebas por la técnica de respiromeiria en un equipo medidor
de oxigeno marca YSi modelo 52CE, para conocer el efecto que diferentes
concentraciones de sulfurc provocaron sobre el consumo de oxigeno. Por ofro
lado, a una concentracion constante de sulfuro (1 mM) se realizaron pruebas con
fenol y p-cresol para conocer el efecto de estos aromaticos sobre la velocidad de
consumo de oxigeno.

Las ¢concentraciones de sulfuro probadas fueron {(mM}: 0.1, 0.25, 0.5, 0.75,
10,15,20,30,35,40,50,60y 80
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Las concentraciones de fenol evaluadas fueron {g/l): 0.1, 02, 10,15,20y
3.0

Las concentraciones de p-cresol gue se evaluaron fueron (g/l): 0.2, 0.5, 1.0,
15y 1.8,

Las pruebas se realizaron en frascos de 60 ml conteniendo medio de cultivo
con un contenido de proteina de 35 mg/i, 1a temperatura de la prueba fue de 30
°C, los volimenes de sulfurb, fenol y p-cresol adicionados dependieron de las
concentraciones requeridas.

Se realizd ademas una prueba sin sulfuro para determinar el consumo de
oxigeno en fase endégena (sin fuente de energia) y tres evaluaciones de la
oxidacién quimica (sin microorganismos), las concentraciones de sulfuro para las

oxidaciones quimicas fueron (mM} 0.5, 1.5y 3.5.

3.8 Estudio del efecto de los compuestos aromaticos sobre el proceso de
sulfoxidacion y los microorganismos, en cinética en matraz.

Para conocer mas acerca del comportamiento de microorganismos y proceso
en presencia de compuestos aromaticos, se realizé una cinética en matraz
utilizando matraces de 250 ml a los cuales se adiciohé un volumen de 100 ml. de
medio con una concentracion de tiosuifato de 20 g/l, la agitacion se mantuvo en
100 rpm, el pH inicial fue de 6.0 y la prueba se realiz6 a2 30 °C.

Las concentraciones de fenol y p-cresol evaluadas fueron (mg/l): 0.0
{control), 50, 100 (sin tiosulfato, control), 100 y 200.

3.9 Estudio del efecto de fenol sobre el proceso de sulfoxidacion y los

microorganismos en cinética realizada en reactor en lote con control de pH.

Para conocer el comportamiento del sistema en reactor se montd un sistema
en lote con un volumen de 500 ml en donde se control6 el pH en un valor de 7.0,
la operacion fue a temperatura ambiente y con agitacién magnética, la adicion de
oxigeno se manejd sin control. El medio de cultivo alimentado contuvo una
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concentracion de 20 g/l de tiosulfato, la concentracién de fenol evaluada fue de
100 mghl

3.10 Estudio del efecto del fenol sobre el proceso de sulfoxidacion en un

reactor de recirculaciéon con operacion continua,

Debido a la presencia de arométicos en las aguas amargas, a que en el
actual trabajo se pretendié oxidar sulfurc en presencia de aromaticos y a las
condiciones en las que se condujo el proceso de oxidacién biolégica de sulfuroc en
un reactor de recirculacion, se busca evaluar en un sistema similar los efectos de
la presencia de fenol, para ello se monté un sistema que se describe en la seccion
3.3.13 (figura 3.3), éste se operd a diferentes cargas de fenol (25, 50, 100 y 200
mg/ld). La operacion se inicié con un tiempo de retencion de un dia y una tasa de
dilucién de 1d™, la carga de sulfuro fue de 2.0 gfid, se esper6 las condiciones de
estado estacionario y se inicid con la primera carga de sulfuro. La temperatura de

operacién se controlé en 30 °C.
3.11 Sistemas de reaccién

Los reactores biolégicos que se utilizan en diversos procesos industriales se
disefian y adaptan de acuerdo a las necesidades particulares que el proceso exija
y con frecuencia se emplean equipos diferentes para una misma reaccion, el uso
de este tipc de reactores tiene una aplicacion muy variada tanto en procesos
productivos como en el tratamiento de residuos.

Las diferencias entre los reactores utilizados en ingenieria quimica y en
ingenieria bioquimica o biotecnologia no se encuelzltran en los principios de
operacion o en los procesos unitarios, sino en la naturaleza de los sistemas vivos
{Perry, 1952} El uso de microorganismos esta restringido a las condiciones en
que pueden funcionar los sistemas biolégicos; por consiguiente, las principales
condiciones de operacion de estos sistemas son: el pH, la temperatura, el
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potencial de oxido-reduccion y el medio correcto para que una especie o cepa
logre una predominancia. En los sistemas de cultivos mixtos, especiaimente en los
tratamientos bioldgicos de residuos, puede existir un cambio constante entre las
poblaciones y sus medios que afecta el control y el comportamiento el caracter
aerobio o anaerobio del sistema se define de acuerdo a condiciones particulares

predeterminadas
3.11.1 Reactor discontinuo
El primer paso de la fase experimental consistié en desarrollar suficiente

cantidad de microorganismos para inocular el reactor de recirculacion Para ello se
utilizé un reactor completamente agitado como el mostrado en Ia figura 3.1,

Figura 3 1 Reactor completamente agitado para desarrctio de biomasa
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La agitacion se mantuve a 370 rpm con un controlador de agitacion marca
Applikon ADIM032 con variacién de agitacion de 0 a 400 rpm. La alimentacion de
sulfuro, tiosulfato y medio de cultivo se realiz6 usando bombas de la marca Cole
Parmer con cabezal modelo 7518-00. El control de pH (6.0), se realizd
adicionando NaOH y HCI 2N con bombas ColePparmer modelo 7643-20 y cabezal
Cole Parmer modelo 7518-00. La temperatura de operacion se mantuvo en 30 °C
utilizando una chaqueta de calentamiento. La lectura de los parametros y ! control
se manejd con un biocontrolador marca Applikon ADI1030 en el cual se leyeron
los pardmetros OD, pH y temperatura. El potencial de oxido reduccidon (ORP) se

midid con uh sensor marca Orion modelo 720A.

3.11.2 Reactor de recirculacién.

Este sistema (figura 3.2} se disefio con la finalidad de oxidar sulfuro
parcialmente en azufre elemental y obtener una maxima acumulacion de éste. La
etapa de aireacion esta separada de la de reaccién con el objetivo controlar la
concentracion de oxigeno disuelto en la etapa de reaccion, evitar turbulencias
debido a la aireacion, pérdidas de sulfuro y favorecer la sedimentacion de azufre
elemental (Janssen y cal., 1997) La fase liquida se airea y posteriormente se
recircula a la etapa de reaccion. El reactor cuenta con un separador de burbujas
en la parte aita para evitar la entrada de aire al sistema y un distribuidor del! flujo
de recirculacion en el centro del reactor para reducir turbulencias y lograr una
distribucion homogénea. El volumen del reactor es de 9.75 litros y el del aireador
es de 1.867 litros las dimensiones del reactor son: diametro interno de 14 cmy
longitud de 93 cm.

La temperatura se controld a 30°C con un bafio de recirculacion marca
Neslab modelo EX410. La bomba de alimentacién de S° fue marca Cole Parmer
con cabezal Cole Parmer modelo 72201. La bomba de alimentacién del medio fue
marca Cole Parmer con cabezal modelo 77201-60. La bomba utilizada para la
recirculacién fue marca Cole Parmer digital modelo 7523-20 con cabezal modelo
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7518-00. El pH fue controlado en un valor de 7 0 mediante la adicion de HCl 6N
con una bomba marca Cole Parmer modelo 7543-20 _continua de 20 rpm con
cabezal modelo 7014-20. Se utiliz6 un biocontrolador marca B&C electronics para
el control de pH. Ei aire, antes de entrar al aireador pasé por un desecante
purificador de aire con policarbonato y sulfato de aluminio anhidro.

Separador de burbujas

IJ
1

Recirculacion ?%C

Aire i
e \ Sensor
Efluente de pH
e\ -

s Medio

Reciromacion | U

\_/ o trire

HCI6N -

Biocontrolador

|

SO
Fig. 3.2 Reactor de recirculacion utitizado en el estudio del proceso de oxidacién bioltgica
de sulfuro.
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En la parte baja del reactor se colocd una vaivula de compuerta para
recuperar en azufre elemental sedimentado. Todo el sistema se manejé en un
soporte metdlico y en campana de exiraccién especial para prevenir ja fuga de

sulfuro.

3.11.3Reactor de recirculacién para el efecto del estudio de fenol sobre el

proceso de sulfoxidacion.

Para esta etapa se utilizé un reactor agitado marca Applikon de 2.5 | de
volumen, se adapto a un recipiente de vidrio de 0.5 litros de volumen (figura 3.3)
en cual se utilizé como aireador, al igual que el reactor anterior las fases de
reaccién y aireacion se mantuvieron separadas. El sistema se operd en continuo,

Medio NaQH - HCE
Sulfuro
Muestreo ﬁ
H . e |
Sensores pH,
TyoD phpebdbt L 11
_V_ ¢  ——
- K b —1 1
o G_ o o
:)(3 Controlador pH, OD,
o T°C, alimentacién y
o agitacion
1]
(e
O T O %
O | ?:)
\ e ¥ Efluente

Recirculacion

Fig 3.3 Reactor de recirculacion utilizado en la evaluacién de aromaticos sobre el
proceso de suifoxidacion
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45




Materiales y métodos

La agitacién se mantuvo en 300 rpm con un controlador de agitacion marca
Applikon ADI1032 La alimentacion de sulfuro y medio de cultivo se realizd
utilizando bombas de la marca Cole Parmer con cabezal modelo 7518-00. El
control de pH (7 0) se realizé adicionando HCI 6N. La temperatura de operacién se
mantuvo en 30 °C, el OD se maniuvo a saturacién en el aireador y su
concentracion en la etapa de reaccidn se controld mediante el flujo de
recirculacion buscando una relacion 1:1 de oxigeno a sulfuro. La lectura de los
parametros de control se realizé con un controlador marca Applikon ADI1030.
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4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Desarrollo de microorganismos en un reactor discontinuo del tipo

tanque agitado.

Con el fin de conocer el comportamiento de un sistema que oxida suffuro y
adaptar la biomasa suficientemente a la oxidacion de sulfuro, se desarrollé un
sistema de reaccion del tipo tanque agitado, se trabajaron diferentes fases de
operacion en el reactor (tabla 4.1) El sistema arrancé con una concentracién de
5g/1 de tiosulfato y 350 mg/l de S°. La biomasa generada se centrifugd y se
regresé al sistema. Las condiciones de operacion del reactor fueron las siguientes:
pH de 6.0, temperatura de 30 °C, el oxigeno disueltoc se mantuve en valores
cercanos al 2% de saturaciéon. El sistema se arranco en lote y posteriormente se
inicié una operacién discontinua con recambio de medio, adicién de tiosulfato y
sulfuro. Con el volumen de reemplazo establecido se controlo el tiempo de
retencién

Tabla 4.1 Fases de operaci6n del reactor tipo tanque agitado,
Fase Operacion  Tiempo de operacion Tiempo de retencién Carga de susirato Volumen de reemplazo

{d) @ . (mid)
i Amangue 15 - 8:0, =59 -
§° = 350 mgA

Il Discontinua 15 11 125gMd 225
il Discontinua 10 5 12590 500
W Discontinua 9 3 2gM 833
V  Discontinua 75 3 t4gid 833
VI - Coniue 33 3 184 y02aid 833

Considerando que el inoculo estaba adaptado a oxidar tiosulfato se decidid
iniciar los experimentos con una mezcla tiosulfato-sulfuro y disminuir graduaimente
la carga de tiosuifato hasta cero, la tabla 4 1 muestra los valores de carga total de
sustrato (no se cuenta con la informacién complementaria referente a las
concentraciones de sulfuro y tiosulfato durante esta fase) Alcantara, (2000)
menciona que la mayoria de los microorganismos sulfoxidantes pueden utilizar
como fuente de energia al tiosulfalo mientras que una menor diversidad
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microbiana es capaz de utilizar compuestos como CS; 6 H.S, debido
principalmente a las caracteristicas de toxicidad de los dos dftimos. Los resuitados
arrojados por el sistema se presentan en la tabla 4.2 para las diferentes etapas de

operacioén.

Tabla 4.2 Resultados obtenidos durante e} cuitivo de microorganismos sulfoxidantes.

QOperacién Carga sustratoe  Carga de sulfuro  Remocion de Sulfuro  Eficiencia de remocién

(g7d) (mg/d) (mg/id) (%)
125 250 246.2 984
5 125 250 2455 28
Ciscontinuo
2 410 402 98
14 410 389 95
184 50 478 95
Continuo
62 200 198 4 ]

Durante las diferentes fases de operacion la densidad éptica se comporté de
forma similar al comportamiento de la proteina, incrementandose
simultaneamente. Los valores de la densidad dptica (540 nm) variaron desde 0 7
{valor inicial!) hasta 2 7 como maximo. Por su parte la protefna inicidé con un valor
de 60 mg/l y obtuvo un maximo de 1900 mg/l debido principalmente a que como
se menciond, la biomasa generada se centrifugd y regreso al sistema. Hasan y
col., (1994) realizé cultivo en lote de biomasa adaptada a la oxidacion de sulfuro y
observé que la densidad dptica se incrementd mientras se incremento la cantidad
de biomasa y disminuyé la concentracién de sustrato. Debido a que los productos
de [a oxidacién de sulfuro por microorganismos del género Thiobacilius son sulfato
y azufre elemental, la densidad dptica se puede ver incrementada por dos factores
diferentes en este sistema: a) Presencia de azufre slementa! suspendido en el
reactor (el cual se observd fisicamente) y b) Aumento en la poblacién de
microorganismos (gue en cantidades elevadas conservan un color rosa pélido,
Alcantara, 2000},

La remocién de sustrato se observa en la figura 4 1 donde se muestra que &l
sistema tuve una eficiencia del 95 al 99% durante su operaciéh en cuanto a la
eliminacién de suifuro,
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Las reacciones involucradas en el proceso de sulfoxidacion (Buisman, 1988)
y de oxidacién de tiosulfato (Velasco, 2001) muestran que los productos
generados son sulfato y azufre elemental, en estas reacciones se producen iones
OH cuando el producto final es el azufre elemental, mientras que si el producto
final es sulfato se producen iones H'. Ef consumo de HCl y de NaOH (ambos 2N)
se mantuvo en condiciones de igualdad durante la operacién del reactor sin definir
un consumo especifico. El sistema produjo tanto azufre elemental como sulfato, de
ahi que se consumiera acido y base El azufre elemental observé un incrementé
desde cero hasta 5.5 g/l mientras que el sulfato inicié con un valor de 1 g/l y se
incrementd hasta valores de 6 3 g/f. Debido a que el material retirado se centrifugé
y €l pellet resultante se resembrd en el reactor, se provocod una acumulacion de
material (azufre elemental + biomasa + sales inorganicas no disueltas) en el

reactor.
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Fig 4 1 Remocién de sulfuro en el sistema. ocarga de alimentacion (g/id) y w
carga de sulfuro en efluente (g/Id)
En general el sistema se comporté con inestabilidad, en cuanto a la aireaciéon

ya que el nivel de oxigeno varié frecuentemente por problemas en la alimentacion,
y produccion de azufre y sulfato ya que dependiendo de la cantidad de oxigeno se
pradujo uno u ofro, en todos los casos los anélisis indicaron que la oxidacion de
sulfuro se realizé en alto porcentaje (superior al 95%), durante las fases de
operacion discontinua el sistema se comporté con estabilidad en cuanto al

crecimiento de ricroorganismos y la densidad optica.
4.2 Oxidacién de sulfuros en un reactor de recirculacion

Posterior al desarrollo de microorganismos se procedio a inocular un reactor
de recirculacién con el fin de oxidar biologicamente sulfuro, aumentar la tasa de
difucion disminuyendo a la vez el tiempo de retencién hidraulico y aumentando la
carga de sulfuro, lo anterior con la posibilidad de que se favoreciera la produccién
de azufre elemental en el reactor. El reactor de recirculacién (figura 4.2) consta
basicamente de una etapa de reaccion (en la cual se oxida sulfuro y se busca
favorecer la oxidacién parcial en azufre elemental) y una de aireacién (a
saturacion de OD). El sistema fue disefiado con un aireador especiaimente
separado para favorecer el conirol sobre la concentracion de OD en el area de
reaccion, evitar turbulencias en el sistema, poseer una drea de sedimentacion del
azufre elemental formado y evitar la pérdida de sulfuro debido al arrastre por el
aire y la agitacion. La temperatura se controlé en 30°C yelpHen 7.

La operacidn se inicidé con la inoculacién de 15 | de indculo con densidad
optica de uno (540 nm) y 8.25 | de medio (descrito en el capitulo 2). La proteina
inicial en el reactor tuvo un valor de 70 mg/l. Se intent6 manejar una relacién
estequiomeétrica de oxigeno a sulfuro de tal forma que se fuviera un mol de
oxigeno por mol de sulfuro, para ello el aireador se saturd de oxigeno vy se calculd

el flujo de recirculacion requerido. La concentracién de sulfuro en la alimentacion
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fue inicialmente de 2.2 g/l y se incrementd posteriormente a un valor de 4 gfl, a

asta concerdracian vitirma la solucion tuvoun pHde 11 5

\

Fig 42 ac or de recirculacion con sisterma de aireacion separada

4.2.1 Evaluacion del efecto de la tasa de dilucidon y la carga de alimentacién
de sulfuro

De acuerdo con Pirt {1975), se define a la tasa de difucion como la velocidad
de flujo por unidad de volumen. En oiras palabras, es el inverso del tiempo de
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retencion. Los resultados para las primeras fases de operacion se muestran en la
tabla 4 3 en la cual se observa el incremento de |a tasa de dilucién con respecto a
la produccién de sulfatos, produccion de azufre elemental y crecimiento de

microorganismos.

Como se cbserva en la {abla 4.3, la oxidacién de sulfuro fue del 99% para
las cargas de sulfuro evaluadas. En el trabajo reportado por Janssen (1996) se
sefiala que el consorcio fue capaz de oxidar totalmente en cargas de 14 g/id
debido a que la biomasa se retenia en el reactor depositada sobre el azufre
elemental, mieniras que para un sistema de células suspendidas libres, el
consorcio oxidd hasta 6 g/ld. Aunque, para este caso, en esta fase de operacion
del reactor no se Hegd a una carga limite de alimentacién, el reactor trébajé en
ambas condiciones, con biomasa libre en el drea de reaccion y adherida en el érea

de sedimentacion del azufre elemental.

Tabla 4.3 Evaluacidn de la tasa de dilucidn en el reactor de recirculacion.

Dilucitn Carga 8§ Carga de S04~ Cargade S° Carga S efaiciencia de
G ) alim. o) o/ efluente axidacion (%)
{afd) (9id)
02 1131 036 048 00036 994
0.5 1 039 0.87 o.o022 997
1 2 05 183 oox4 859

Por otro lado, Ia produccién de azufre elemental se incrementé mientras se
incrementé la carga de sulfuro (figura 4.3), debido posiblemente a una deficiencia
de oxigeno en el sistema La méxima produccién de azufre elemental fue de
91.5% para una dilucién de 1 d'. Por el contrario, la produccién de sulfato
disminuyé en forma inversamente proporcionat al incremenfo en la carga de azufre
elemental. La relacién O2/S™ determinada tuvo un valor aproximado de 0.8 lo que
de acuerdo con Janssen (1986) favorecié la produccién de azufre elemental.

El incremento en la produccion de azufre elemental posiblemente se debié a
la insaturacién de oxigeno disuelto en el aireador y por lo tanto una disminucién en
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la relacién oxigeno/suifure que en valores inferiores a uno favorecen la oxidacion
parcial del sulfuro en azufre elemental (Buisman, 1989) Este comportamiento
{mostrado por el reactor) corresponde también al observado por Janssen, (1996)
donde a mayores cargas de alimentacién de sulfuro, mayor produccién de azufre
elemental, ambos factores pudieron contribuir al incremento en la formacién de

azufre elemental.

100 e e

e
a0 ] /

0
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Parcantaje de formacian (%)
E
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20 4 B

10 1 S ————

Tasa de dilucién {d-1}

Figura 4.3 Porcentaje de produccion de azufre elemental y sulfato en el reactor de
recirculacion SOy s 8°

Por su parte, la concentracion de proteina se incrementd cuando se elevd la
carga de sulfuro {tabla 4.4), no se alcanzé un valor maximo de crecimiento en este
gistema. Alcantara (2000) realiz6 pruebas en lote para determﬁnar el crecimiento
de proteina a diferentes concentraciones de tiosulfato y encontré que a
concentraciones de 30g/l de tiosulfato el valor maximo de proteina fue de 700mgh.
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Por su parte Velascoe (2001) utilizando un reactor similar al de este trabajo y
trabajando con tiosuifato, logré valores maximos de proteina de 60mg/l.

Como se puede obsetvar, la biomasa tuvo mayor crecimiento mientras la
tasa de dilucidén aumentd, el aumento en la dilucién fue acompanado de otrc en la
carga de sulfuro lo que significd una cantidad mayor de sulfuro por unidad de
tiempo para el aprovechamiento por parte de los microorganismos. A su vez, la
produccion de azufre elemental favorecié la acumulacién de biomasa en ¢l reactor
ya que parte de los microorganismos se adhieren a las particulas de azufre
elemental (Janssen, 1998) y esto influyd en las determinaciones. La proteina
podria constituir def 50 al 65% de la biomasa (Quintero, 1993). El rendimiento (Y)
maximo en esta parte experimental fue de 0.125 gramos de células formadas por

gramo de sustrato consumido.

Tabla 4.4 Comportamiento de ia proteina.

Tasa de dilucién (&) Carga S" afimentacién (g/ld) Proteina (mg#)
02 05 3245
05 10 55
10 20 2423

Partiendo de un mol de HS", la produccién de S° genera una AG™ de -129.5
kdimol HS', en cambio la produccion de sulfato genera -772.43 kJ/mol HS", como
se observa la generacion de sulfato rinde una mayor cantidad de energia para los
microorganismos. Sin embargo; como se menciond, la produccion de azufre
elemental se vio favorecida, en estas condiciones es tégico pensar que a mayor
carga de sulfuro mayor generacion de azufre elemental lo cual se tradujo en mas
altos valores globales de energia (por el nimero total de moles de sulfuro
oxidadas)} y, por lo tanto, la biomasa también se incrementd debido a este factor.
Durante la operacion del reactor no se determinaron las condiciones criticas de
dilucién por fo gue en ningtin momento se tuvo un lavado de biomasa lo cual

también favorecid que se observara el incremento de biomasa.

4.3 Efecto de nitrogeno amoniacal sobre el proceso de sulfoxidacion.

54



Andlisis y discusion de resultados

La concentracion elevada de nitrégeno amoniacal es otra de las
caracteristicas de las aguas amargas, algunos reportes de andlisis de aguas
amargas (Informe Técnico, provecto IMP-D21, 2001) de PEMEX muestran valores
de 6,700 mg/l . Por ello se estudid el efecto que pueda ser ocasionado por la
presencia de n&régeno amoniacal en el proceso de sulfoxidacion. Se probaron
diferentes cargas y se determind el efecto sobre el desarrollo de la biemasa y la
oxidacion de sulfuro, posiblemente un cambio fisiolégico y de poblacién de
microorganismos sulfoxidantes a nitrificantes (Tabla 48). En el reactor se
establecié un exceso de oxigeno (relacion oxigeno/sulfuro mayor de 1) La tasa de

dilucién fue de 0.5d" y carga de sulfuro de 1 g/ld.

La tabla 4.5 muestra los resultados analiticos obtenidos para las cargas de
alimentacion de nitrdgeno amoniacal, se observa una columna que indica que
existid una cantidad del nitrégeno total la ¢ual no se determiné analiticamente
como amoniacal. Como se ve, al aumentar [a carga de amonio, la concentracion
de proteina se incrementd pasando de un valor de 55 mg/l hasta un valor de 159
mg/| por otro lado el amonio en baja carga (84 mg/ld) no fue detectado a la salida
del reactor.

Tabla 4.5 Nitrégeno amoniacal determinado y no determinado analiticamente como tal en el balance.

Carga inicial de N-NH;™ {mg/ld) Carga Determinada (mg/id) Carga no determinada (mg/id)
84 0 84
556 279 277
1750 12125 5375

Durante el periodo de evaluacion de las diferentes cargas de amonio no se
observé un cambio en el comportamiento sulfoxidante de los microorganismos. De
esta manera se puede decir que no existid efecto alguno sobre el proceso de
oxidacion biolégica de sulfuro ya que al inicio del experimento no se detectd
sulfuro a la salida del reactor y durante las cargas de amonic probadas tampoco
se observd presencia de sulfuro. Al evaluar la concentracién de nitrato en el
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sistema no se detectd concentracién aiguna lo que sefiala que la poblacién

microbiana no lleva a cabo el proceso de nitrificacion.

Siempre que se aumentd la carga de nitrdgeno amoniacal existié un
incremento de la biomasa superior al anterior (tabla 4.6). Existen diferentes

aspectos que pudieron influir en el balance de nitrogeno amoniacal:

1. El incremento en el valor de la proteina se observa cuando se incrementa ef
valor de la carga en la alimentacidon de nitrébgeno amoniacal, lo que puede

explicar que el nitrégenc contribuye al crecimiento celular.

2. Alcantara, (2000) realizd pruebas en lote para delerminar el efecto de
diferentes concentracicnes de amonio sobre los microorganismos
sulfoxidantes, mencion6 que el transporte de amonio hacia el interior de Ia
célula no esta limitado, ya que en las diferentes concentraciones probadas (5-
80 mM) en pruebas en lote, el amonio se agotd en un tiempo maximo de 36
horas (aunque no se observd incremento en ia biomasa).

Lo anterior puede explicar ! consumo continuo de nitrogeno amoniacal, el
incremento en los valores de biomasa vy los valores de las cargas no
determinadas. Sin embargo, los experimentos hasta aqui realizados no permiten
saber ei efecto fisicldgico def amonio scbre ios microorganismos. Contrario a io
que menciona Lowry (1951) la presencia de amonio no mostré una reduccioén en la
medicién de los valores de ja biomasa. El rendimiento maximo en esta fase de
operacién fue de 0.1 gramos de células formadas por gramo de sustrato
consumido.

Tabla 4 6 comportamiento de la proteina con el incremento en la
carga de nitrégeno amoniacal

Carga de nitrégeno amoniacal {mg/id) Protefna (mat)
T 7 55
556 59
1750 197
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4.4 Parametros cinéticos de la oxidacién biologica de sulfuro mediante

pruebas de respirometria

Con el objeto de conocer de que forma la concentracion de sulfuro puede
afectar el comportamientc del proceso de sulfoxidacion se evaluaron diferentes
concentraciones de éste mediante pruebas de respirometria. Se utilizé un equipo
marca Y3I modelo 52CE.

Las pruebas se realizaron en frascos de 60 mi conteniendo medio de cultivo
saturado de oxigeno y a 30 °C, se inyecté el sulfuro y posteriormente ia biomasa.
Adicionalmente, se realizé una prueba para determinar el consumo de oxigeno en
fase endbgena y la oxidacion quimica. Se midié el consumo de oxigenc con

respecto al tiempo.

El consumo de oxigeno para las diferentes concentraciones de sulfuro se
muestra en la figura 4.4 en donde se observa que la conc.entracién de sulfuro igual
a 0.75 mM es en la cual el consumo de oxigeno tiene una valor mas alto (42.2
mgOafgpmmin) par lo que se puede afirmar que en estas condiciones se tiene la
mayor velocidad de oxidacién de sulfuro a una velocidad méaxima especifica de
oxidacion de 22 4 mgHS /gp"min. El valor de Ks calculado a partir del modelo de
Monod { Han y Levenspiel, 1987) el cual asume que existe una concentracion
criica de un inhibidor en la cual ya no puede haber crecimiento de
microorganismos, fue de 0.3 Mm de sulfuro. Este es un valor similar al reportado
por Alcantara (2000). El mismo autor, determind gue a cencentraciones de hasta
aproximadamente 5 mM de sulfuro, este presenta baja inhibicién de la actividad
suifoxidante del consorcio mientras que Plas y col (1993) menciona que en
concentraciones superiores a 2 mM de sulfuro se observa una inhibicién completa
de la actividad microbiana. Como se ve en la grafica, la inhibicion se da a partir de

57



Andglisis y discusion de resultados

concentraciones TmM de sulfuro. El comportamiento del consorcio en cuanto a la
velocidad de oxidacion de sulfuro mostré mejores resultados comparados con los
obtenidos por Alcantara, quien obtuvo una velocidad de 13.8 mgHS /gpe ™ min.

80 -

Velocitad de consumo de oxigeno
mg O/ glarotema™Min

[ 1 2 3 4 5 B 7 8 ]
Sulfuro (mM)

Fig. 44 Velocidéd especifica de consumo de oxigeno {mg Oxgn"min) a diferentes
concentraciones de sulfuro :

4.5 Efecto de la concentracion de fenol y p-cresol sobre el proceso de
sulfoxidacion y los microorganismos, mediante pruebas de respirometria

Para conocer el efecto de los compuestos aromaticos sobre el proceso de
oxidacion biologica de sulfuros, se realizaron pruebas de respirometria en
presencia de compuestos aromaticos, se adicioné al medio el sulfuro {1 mM),
después el aromatico en turno (a la concentracién indicada) y posteriormente la
biomasa.

Los compuestos organicos son generaimente téxicos para los
microorganismos (Rikizo y col,, 1994) Como un resultado del caracter lipofilico de
estos compuestos, las interacciones con las partes hidrofobicas de la célula
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juegan un papel importante en el mecanismo de accion de toxicidad. La
transferencia de compuestos lipofilicos e hidrofobicos procede via disolucion en
fase acuosa y posteriormente fa asimilacién en forma activa o pasiva por parte de
la célula, por lo que para metabolizar estos compuestos es necesario que primero
entren a la célula. Después de la disolucion de un compuesto puede sufrir alguno
de los siguientes procesos (Sikkema y col, 1995): a) transformacion o
acumulacion (bioconcentracitn) en Jos sistemas biolégicos, b) adsorcion hacia las
superficies y ¢) permanencia en la solucién. Como resultado de ta acumulacion de
compuestos lipofilicos en lipidos de membranas, se han observado pérdidas en la
integridad de éstas (Hugo, 1978; Seeman y Roth, 1972; Sikkema y col., 1992 y
Uribe y col,, 1985). También se han observado cambios en la actividad enzimatica
{Osborne y col., 1990) y se ha que la proteina es el primer sitio de accién de los
compuestos lipofilicos (Franks y Lieb, 1978 y 1987).

El mayor cambio se da en la dimensién de la membrana ya que Ia
acumulacién causa un ensanchamiento entre la membrana de salida y la
membrana citoplés'mica (Cornell y Schiiirmann, 1983) entrando en contacto
primero con la pelicufa interna. Esta acumulacion puede causar disturbios en las
interacciones entre los fosfolipidos, dirigiendo a la fluidez de la membrana y
eventualmente resultando en la hinchazon de la bicapa (Sikkema y col,, 1995). La
acumulacion de moléculas de hidrocarburos resulta en un ensanchamiento,
separacion y fluidicidad de las peliculas de la membrana (Sikkema y coi., 1994).
Los efectos principalmente se observan en ia membrana citoplasmica (primer sitio
destruido por el solvente} y la provocacidn de una separacién de esta con la
membrana de salida {(expandiendo el periplasma). Otro de los efectos ultra-
estructurales es la presencia de cuerpos esféricos que inflaman a la célula
(aparentementie de membrana citoplasmica) (Riziko, 1994). Los cambios en ia
integridad de la membrana resultan en un cambio en e! funcionamiento de las
mismas. Las funciones principales que la membrana realiza son: a) funcién
barrera y energia de transduccion, en las cuales la membrana forma gradientes de

iones gque pueden usarse para dirigir procesos endorgénices y, b) formacién de
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una matriz para proteinas. A altas concenfraciones de hidrocarburos se ha
observado que el citocromo C se inactiva (Sikkema y col., 1994).

Diferentes tipos de microorganismos son capaces de tolerar altas
concentraciones de hidrocarburos en el ambiente donde éstas existen. El
mecanismo de esta tolerancia no es muy conocido y se pueden mencionar

diferentes posibilidades.

a) El plasma de membrana de una célula consiste de una matriz bicapa de
fosfolipidos en la cual se encuentran las proteinas {(enzimas). Esta bicapa contiene
compuestos lipo-solubles come el colesterol o carotenos, quienes sirven como
modificadores en la fluidez e integridad de la membrana (Andrews y col., 1980;
Bloom y col, 1991 y Krajewski y col , 1992). Una de las respuestas a la presencia
de hidrocarburos es la modificacién en la produccién de &cidos faticos, Heipiepery
col. (1992}, observaron la conversion de cis acidos faticos a la forma lrans,
durante la adaptacién de una cepa de Pseudomonas a fenol. Los autores sugieren
que la conversidn de cis a trans incrementa el ordenamiento de la membrana y

consecuentemente disminuye la fluidicidad

b} La tolerancia a compuestos lipofilicos se relaciona con la resistencia de la
membrana de salida a esas moléculas, ésta es altamente porosa y permite el paso
de ios compuestos, lo que permitiria la salida de hidrocarburos del cuerpo celular.

¢) La funcién de fa pelicula superficial para proteger a la célula es
ampliamente conocida (Sleytr y Massher, 1988), la funcién que realiza es la de
una maya molecuiar.

d) El sistema de excrecion para hidrocarburos funciona de forma similar a los
compuestos excretados de la célula como productos del metabolismo. Sin
embargo, no existe mucha informacion acerca de como el sistema de excrecién
de compuestos toxicos en la membrana citoplasmica (Pooiman y col., 1993).
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e) La presencia de materiales que sirven como matrices de adsorcién
{carbdn activado entre otros) se ha demostrado que reducen los efectos téxicos en
células atrapadas en estas matrices en presencia de fenol (Heipieper y col, 1991y
Bettman y Rehin, 1984}

De acuerdo con Rikizo, 1994, la resistencia de bacterias a solventes
organicos se ha relacionado con el logaritmo natural del coeficiente de particidén
(Log Pow} donde este parametro es un indicador de la polaridad del solvente (entre
n-octanol y agua). Un solvente organico para el cual el Log Py es bajo (1.5-3),
generaimente es mas toxico para los microorganismos, un grupo de estos puede
sobrevivir en presencia de una variedad de solventes organicos de los cuales Log
Pow son iguales o mayores que un valor particular (valor indice). De esta forma, los
solventes que posean un valor mayor af indice tendran poco efecto sobre los
microorganismos. El solvente que posea el valor igual al indice serad llamado
solvente indice vy serd sensible a todos los solventes con un valor de Log Pow
menor al indice. El valor indice es diferente para cada género, especie o cepa de

bacterias

En general bacterias Gram negativas presentan mayor tolerancia que Gram
positivas, debido a que las Gram negativas poseen doble membrana (citoplasmica
y de salida) mientras que las positivas solo poseen fa membrana citoplasmica
(Sikkema y col, 1995). La presencia de cationes divalentes (alcalinoterreos)
favorecen el crecimiento de los microorganismos en solventes organicos y la
presencia de EDTA (agente quelante de los alcalinoterrecs) inhibe esa ayuda
{Riziko (1994},

El desarrollc de la folerancia a compuestos toxicos en microorganismos
{Pseudomonas) puede tener respuestas de corto y largo periodo la respuesta de
corto periodo esta basada en un aumento en la rigidez de la membrana celular por
una transformacion rapida de algunos acidos faticos. La respuesta de largo
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tiempo, ademas de los cambios en acidos faticos envuelve alteraciones en el nivel
de fos fosfolipidos. Existe la posibilidad de que células creciendo en presencia de
compuestos organicos puedan usar un mecanismo de exclusion dependiente de la
energia que puede disminuir el nivel de compuesto en ia membrana lo cual puede
incrementar las posibilidades de sobrevivir en presencia de compuestos tdxicos
{Ramos y col, 1998).

Debido a la presencia de compuestos aromaticos en las aguas amargas, fue
necesario realizar un estudio del efecto que los compuestos aromaticos pueden
causar al proceso sulfoxidativo. El fenol y el p-cresol son dos de los compuestos
gue mayor presencia tienen en estas aguas por lo que se estudiaron diferentes
concentraciones de ambos {fenol en concentraciones de 25 a 155 mg/l y p-cresol
de 10 a 130 mg/l segun la caracterizacién). Las figuras 4.7 y 4.8 muestran los
resultados del efecto que tanto fenol (4.7) como p-cresol {4 8) sjercieron sobre el
proceso de sulfoxidacion las pruebas se realizaron a una temperatura de 30°C y
una concentracion 1 mM de sulfuro. El volumen necesario para tener la
concentracion deseada de fenol o p-cresol se determiné a partir de una solucién
madre (20 gfl de fenol y 1.8 g/l de p-cresal) y tomando en cuenta el valumen final
de la prueba (60 mi). El resto de volumen necesario para el total, fue medio
mineral a una temperatura de 30°C y con oxigeno a saturacion,

En la figura 4.5 se observa el efecto que ef fenol causa sobre el proceso de
sulfoxidacion. Una disminucion del 15.8% (aproximadamente) de la velocidad de
censume de oxigeno se observa en general. Se puede decir que la presencia de
fenol disminuye la velocidad de oxidacién de sulfuro en un 15.8% en forma
instanténea ya que se observa que [a velocidad de consumo de oxigeno paso de
30.98 mgO2/gpiemin a un valor promedic de 26 mg0a/ggramin.
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Fig.4 5 Velocidad de consumo de oxigeno a diferentes concenfraciones de fenol

Ramos y col. en 1996, durante la adaptacion de una cepa de Pseudomonas
a tolueno, determinaron que existen dos tipos de respuesta cuando los
microorganismos se sometieron al contacto con tolueno, una de corto tiempo
(minutos) y otra de largo tiempo. Las pruebas de respirometria que se realizaron
en el actual trabajo tomaron tiempos de 1 a § minutos, Ramos, menciona un
cambio en la produccion de fosfolipidos antes y después de la adicion de tolueno
Las células respondieron al tolueno cambiando la cantidad de acidos grasos no
saturados. Inmediatamente a la adicion del hidrocarburo aromatico ia presencia de
ciclopropano se hizo inlegible con un incremento en la producciéon del Iécido
C16:1,9 cis. De forma similar a los acidos faticos, otros compuestos presentaron
variacién en el aumento o disminucion de su produccion. Aunque en el presente
trabajo no fue posible la determinacién de dichos o similares productos, puede ser
que de acuerdo con el caso de estudio de Ramos, el fenol tenga un efecto
inmediato sobre los microorganismos del género Thiobacillus el cual se vid
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reflejado en la disminucién de la velocidad de consumo de oxigeno. Debido a que
el tiempo en el que se realiza la prueba no fue posible determinar si existié efecto

alguno sobre el proceso de oxidacion de sulfuro.

]
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Velocldad de consumo de O2 {mg 02/g prot*min)

1} 0z 0.4 06 08 1 12 14 16 1.3 2
Concentracion de p-ctesol (o)

Fig 4 6 Velocidad de consumo de oxigeno a diferentes concentraciones de p-cresol

En ia figura 46 se muestra el casoc de la adicidon del p-cresol, el
comportamiento mostrado es similar al del fenol, la disminucion en la velocidad de
consumo de oxigeno fue aproximadamente de un 20 5%, lo que hace suponer que
el efecto del p-cresol es mayor. De acuerdo a lo establecido por Rikizo (1994), un
compuesto organico para el cual el logaritmo del coeficiente de particién posea
valores bajos (inferiores a 3 0) generalmente serda mas toxico para los
microorganismos. Los valores para fenol y p-cresol son respectivamente 146 y
1.94 (Hansch et al, 1995) por lo que se podria esperar que existiera tal efecto
negativo. Se puede observar tanto para el fenol como para el p-cresol que a pesar

del aumento en la concentracién del aromatico el efecto no aumenta.
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46 Efecto de la concentracion del fenol y p-cresol sobre el proceso de

sulfoxidacién y Jos microorganismos, en cinética en matraz

Para conocer el efecto que a periodos mas largos de tiempo pudieran causar
los hidrocarburos aromaticos se montdé una cinélica en matraz, la fuente de
energia utilizada fue tiosulfato de sodio debido a que este compuesto se ha
utilizado como una buena alternativa en diferentes ocasiones (Sublette y
Sylvester, 1987 y Rajganesh y col ,1995) por su facilidad de manejo y operacion,
también debido a que a bajas conceniraciones, entre 5 y 30 mg/! (Buisman y col,,
1991) el sulfuro es téxico para los microorganismos y una prueba de esta

naturaleza no se podria realizar en tales condiciones

La prueba se realizdé en matraces de 250 ml, la concentracién de tiosulfato
fue de 20g/, la temperatura de 30°C y la agitacién se controlé a 100 rpm con un
pH inicial de 6 0

Las concentraciones de fenol y p-cresol evaluadas fueron (mg#l): O (control},
50, 100 (sin tiosulfato, control), 100 y 200. En cada matraz se depositaron
concentraciones iguales de ambos aromaticos.

La concentracion de proteina (figura 4.7), en general aument6é su valor en
todas las concentraciones aunque este incremento fue menor mientras aumenté fa
conhcentracion de fenol y p-cresol. De acuerdo con la grafica, se observd un
crecimiento maximo de 140 mg/l de proteina cuando en la prueba se realizado sin
adicién de fenol, en una concentracion de 50 mg/l de fenol y p-cresol el valor de
proteina tuvo un maximo de 118 mg/l, finalmente, a una concentracion de fenol y
p-cresol de 200 mg/l, la proteina presentd un valor maximo de 60 mg/l. Los
resultados obtenidos de las pruebas de respirometria y los resultados obtenidos
en esta cinética muestran gue exdstid un efecto negativo sobre el crecimiento de
los microorganismos cuando existe la presencia de compuestos aromaticos. La
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medicion de la proteina pudo verse afectada mosirando valores mas bajos debido
a la presencia de fenol y p-cresol como lo mencicna Garcia y Vazguez en 1998.

Q T T v T t
o a L 1] & & 10 w

Tierrpo(ty

Fig 4 7 Comportamiento de la proteina 2 diferentes concentraciones de fenol y p-cresol (mg/T)
o 0, m50, #100 sin tiosulfato, ¢ 100 v v200.

En cuanto al comportamiento del pH en la cinética de crecimiento (figura 4 8)
se puede observar que durante las primeras 20 horas el pH aumenté para todas
las concentraciones de fenol y p-cresol en valores similares (7.9) al aumento que
se dio en la prueba sin aromaticos, a partir de ése instante se dio una disminucion
también para todas las concentraciones. El comportamiento mostrado en Ja grafica
conserva una estrecha relacion con la produccion de sulfato y azufre elemental

66 5 ﬁﬁggﬁﬁ
| ALLA DE ORIGFN




Andlisis y discusion de resultados

{figura 4 8) como productos de la oxidacion biologica del tiosulfato (Velasco, 2001)
y, por lo tanto la generacion de icnes hidrégeno u oxidrilo respectivamente.

[ x L] @ Lo 0 12
Tiwerspo (hy

Fig 4.8 Comportamiento del pH para las diferentes conceniraciones de fenol y p-cresol (mg/).
o Q0 =50 #100 (sin tiosuifato). 9100 y v 200

Durante la cinética se observd la generacion de azufre elemental (no
determinado)} el cual nunca se retiré del sistema, los microorganismos estan
suspendidos en el sistema sin embargo tienen la capacidad de adherirse a las
particulas (sdlidas) de azufre elemental. De acuerdo a las reacciones de oxidacion
del tiosulfato, la limitacién de oxigeno deriva en la produccion de azufre elemental,
La figura 4.7 muestra que siempre existié crecimiento de microorganismos, por
ofro lado, la grafica 4.8 muestra al principio el aumento de pH lo cual indica
produccién de azufre, posteriormente una disminucién del pH lo cual indica que
existe la produccion de sulfato (figura 4.8), al parecer a partir de ese momento
podria suponerse una produccion lenta de ambos (sulfato y azufre elemental) ya
que el pH aumenta nuevamente de forma lenta. Solo el matraz sin arométicgs
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siguid un comportamiento donde el pH disminuy6 hasta un valor final de 26 y la

reaccion se dirigié favorablemente hacia sulfato.

Lo anterior se puede comprobar observando la figura 4.9 donde se muestra
la produccibn de sulfato. Lo anterior demuestra que el crecimiento de
microorganismos si se ilevé a cabo y confirma la posible folerancia de los

microorganismos del consorcio a la presencia de compuestos aromaticos.

Sulfato (g/1)
&

oy

-8
Tiempo (h)

Fig 49 Produccién de sulfatc (g/} debido a Ta oxidacion del tiosulfato a diferentes
concentraciones de fenol y p-cresol (mgHt 150 w100 (sin tiosulfato), +100 y 0200)

En las figuras 4.10 y 4.11 se presenta el comportamiento del fenol y el p-
cresol. El fenol (figura 4.10) presentd una disminucidén para cada una de las k
diferentes concentraciones, durante las primeras 20 horas en general no existié
una disminucion en la concentracién de fenol, sin embargo, a partir de este
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momento inicié la disminucion. Para Ja concentracion de 50 mg/fi de fenol el valor
final fue de 43 mg/l, las pruebas realizadas a 100 mg/l presentaron un valor final
de 58 mg/l y la concenfracién de fenol de 200 mg/t tuvo un valor de 145 mgl al
términe de la prueba En el caso del p-cresol el comportamiento fue simitar, la
concentracion se mantuvo sin cambio durante las primeras horas pero al final
disminuyé Las primeras 20 horas presentaron un comportamiento similar a la
grafica de fenol ya que no existié una disminucion en la concentracion presente,
los valores finales para las concentraciones de p-cresol probadas (50, 100 y 200)
fueron respectivamente 40, 80 y 160 mg/l.
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Fig. 4 10 Comportamiento de fenol {mg/) durante la cinética: 050 w100 (sin fiosulfaic) A 100 y
A200

Se ha reportado que algunos thiobacill como Thiosphaera pantotropha,
Paracoccus denilrificans y ciertas especies Beggiatoa son organismos capaces de

crecer en mezclas de compuestos reducidos de azufre y sustratos organicos,
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estas bacterias pueden crecer quimiolitoautotréficamente, heterotroficamente o
mixotréficamente (Robertson y Kuenen, 1891). Es posible suponer que el
consoicio se adapté a la presencia de compuestos arométicos debido a que como
se observa en las graficas anteriores tanto el fenol como el p-cresol mostraron una
disminucién en la concentracidn, por otro lade la produccion de sulfato y el
aumento en la proteina muestran incremento ain a concentraciones de 200 mg/l.
Sin embargo, existen repories ya mencionados donde se dice que los
hidrocarburos se acumulan en la membrana celular lo cual pudo haber ocurrido.

N \

wp—a—F g

“Tiampo (h}

Fig. 411 Comportamiento de p-cresof {(mg/l} durante la cinética: 050, m100 (sin tiosuifato),
A100 y A20Q0

El proceso de sulfoxidacion puede ser afectado por la presencia de
aromaticos como se observd en la gréfica de produccion de sulfato. La cinética
realizada no arroja resultados suficientes para definir el mecanismo de afeccién de
los aromaticos sobre los microorganismos y el proceso de sulfoxidacion por lo que
se requeriria de experimentos adicionales para establecer dicho mecanismo.
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47 Efecto de la concentracién del fenol sobre el proceso de sulfoxidacién

y los microorganismos, en cinética en un reactor en lote con control de pH.

Con el fin de evaluar el efecto de los compuestos aromaticos en un reactor
con control de pH y descartar esta variable del sistema, se monté un sistema en
fote con un volumen de 500 ml y se controlé el pH en un valor de 7, Ia operacion
fue a temperatura ambiente, con agitacién magnética y con aireacién E! medio de
cultivo tuvo una concentracion de 20g/t y la concentracién de fenol evaluada fue
de 100mg/l

g

Protelna y ferol {mgll)
-]
aulfato {gil)

:
|
|
!

] 19 2 30 a0 50 1] 0 80 ) e
Tiempo {h}

Fig. 4.12 Comportamiente de la cinética en reactor. #proteina (mg/l), wfenol (mg/l) ¥
Asulfato {g/)

Los resultados aparecen en la figura 4.12 A la concentracion de fenol
probada (100 mg/l) ia proteina aumentd consistentemente, hasta un maximo de
230 mg/l, la generacion de sulfato como producto de la oxidacion biolégica de
tiosulfato aumenté hasta un valor de 20 g/l y la concentracién de fenol disminuyo,
alcanzando un valor final de 76 mg/l. Se pudo comprobar la tolerancia del
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consorcic a la presencia de compuestos aromaticos sugiere ademas que el
consorcio puede desarroilarse en pericdos de tiempo mas prolongados sin gue se

vea afectado el proceso de sulfoxidacidn

4.8 FEfecto de la concentracion del fenol sobre el proceso de sulfoxidacion
y los microorganismos, en un reactor de recirculacién con operacién

continua

Con el fin de avaluar en cultivo continuo el efecto que tienen los compuestos
aromaticos sobre la oxidacion de sulfuro, se implementt un gquimiostato con

recirculacion (figura 4 13}

Fig 4 13 Reactor de recireuiacion {foperacién continua) utilizado en el estudio del efecto

de Tenol

Ef principio de operacidn es similar al descrito anteriormente donde la fase de
alreaciéon estuvo separada de la de reaccidn para favorecer el control de la
concentracion de oxigeno en la fase de reaccion. £n ésta, se tuvo un volumen de
2 5 1y una agitacion de 270rpm. Las condiciones de operacién fueron: pH de 7,
temperatura de 30°C. La tasa de dilucion fue de 1d”y la carga de suifuro de 20
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g/ld. Una vez obtenido el estado estacionario se procedié a la adicion del
compuesto aromatico en diferentes cargas (25, 50, 100, 150 y 200 mg/id).

La figura 4.14 muestra la evaluacion para las fases de operacion del reactor.
La carga de sulfuro a la salida se mantuvo en un valor de cero en todas las cargas
de fenol evalvadas Por su parte, desde el estade estacionario anterior a la
primera carga de fenol (25 mg/id), todo el sulfuro fue oxidado a sulfato y este valor
se mantuvo constante a lo largo de las fases de operacion. Como se observa, la
proteina inicié con valores elevados cercanos a 200 mg/l debido a que existi¢ la
formacion de azufre elemental (por la adhesién de microorganismos a las
particulas de azufre y la recirculacion). En condiciones de produccion de sulfato al
100%, la proteina se mantuvo en valcres cercanos a 100 mgfl, cuando se evalud
la carga de fenol de 150 mg/ld se observé un incremento en la proteina de 100
mg/l a un valor promedio de 110 mg/l, cuando de nuevo se incrementd la carga de
fenol a 200 mg/ld, la proteina sufri¢ nuevamente un incremento hasta un valor
promedio de 118 mg/l lo cua! sugiere la posibilidad de que el fenol haya sido
degradado por el consorcio, como lo menciond Sikkema en 1995 al hablar de las
posibles actividades de un hidrocarburo en contacto con microorganismos. En
estas ultimas condiciones el rendimiento fue de 0.6 gramos de células formadas
por gramo de sustrato consumido Rajganesh, (1995) trabajé con microorganismos
del género Thiobacillus en el tratamiento de aguas amargas con concentraciones
de aromaticos de hasta 5 mg/l y en su trabajo no reporté efecto negativo sobre el
proceso por la presencia de estos.

Por lo que respecta a las diferentes cargas de fenol evaluadas la grafica 4.13
muestra gue existe una disminucion a la salida. Las primeras tres (25, 50 y 100
mg/ld) muestran a partir del dia primero de su alimentacién una disminucién hasta
cero en la salida lo cual se observa a partir del dia cuatro en cada carga. Por su
parte las dos Uitimas cargas (150 y 200 mg/id) presentan un remanente a la salida
3 mg/ld y 10 mgfld respectivamente, a pesar de que existe un incremento en los
valores de proteina para estas cargas también existe fenol a la salida lo que puede
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deberse a que el carbono proveniente del fenol no sea ya necesario para el
crecimiento celular si es que se estd consumiendo o bien que exista una

saturacion en {a membrana celular donde el aroméatico podria acumularse.

300 T
0 8
i
%m 5
i
% 150 4§
; {
g 100 35
=
2
i= 2
g
o Covsasoceromcovocanoenooce Swrocomamnsonnd Roaoesed, “E, :
10 20 330 0 50 80 kL] a8 a0 180
50 50 o
Tismpa (diag)

Fig 4 14 Efecto de fenol en incrementos de carga {25, 50 100 y 150 mg/ld) en reactor de
recirculacién con operacién conlinua: sprofeina (mg/l). 4 Fenol entrada (mg/ld), AFenol salida
{mg/ld), cSulfure salida (g/d), v = Sulfato (gA)

En su trabajo, Sikkema {1995) hablé respecto a los procesos que sufre un
hidrocarburo después de su discluciéon principalmente hablando de a) una
transformacion y degradacion por el consorcic o b) una acumulacidn
{bioconcentracion} intracelular en los sistemas biologicos Debido a que la
concentracion de fenol durante los experimentos disminuyo rapidamente se puede
bensar en que ocurre uno de fos dos eventos posibles e incluso los dos. E! fenol
desaparecio del medio completamente hasta una carga de 100 mg/ld, a cargas de
150 y 200 mg/ild se observd fenol a la salida del reactor (3 y 10 mg/d
respectivamente). Sin embargo, no se puede definir con los resultados obtenidos

cudl es el mecanismo fisiolégico por el cual el fenol desaparece del medio.
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Andlisis y discusion de resultados

La tabla 4.7 muestra los resultados globailes de esta prueba, se observa que
la proteina sufrid un incremento ligerc en sus valores cuando la carga de fenol
rebasé los 150mg/ld. Por lo anterior se puede suponer que no existe un efecto
negativo por la presencia de fenol sobre ios microorganismos en un cultivo
continuo. Por otro fado durante la etapa de operacion del reactor no se observa
disminucién en la eficiencia de oxidacién de sulfuro debido a la presencia de fenol
en el medio ya que la oxidacion fue del 100% durante las diferentes cargas de
adicion de fenol, por lo que se puede suponer que la presencia de fenol en cargas
iguales o inferiores a 200 mg/ld no ejercen algun efecto negativo sobre el proceso

de sulfoxidacion.

Tabla 4 7 Fases de operacion def quimiostato con recirculacién con adicion de fenol

Carga de fenol entrada Carga de fenol salida Carga de sulfato salida Carga de sulfuro salida Protefna

(mgid) (mg/ld) (gd) {afld) {mg/)
25 0 5 0 100
50 0 6 o 100
100 0 6 0 100
150 3 6 0 110
200 10 6 0 118
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5. CONCLUSIONES

1. Se demostré que es posible adaptar un consorcio que oxida tiosulfato a la
oxidacion de suifuro. Durante esta etapa de adaptacion, la proteina se comporté
con valores ascendentes con valor inicial de 60 mg/l v obteniendo valores
maximas de 1900 mgA, debido a que el volumen refirado del reactor se centrifugd
y la biomasa se regresé al sistema. La densidad optica {540 nm) se incremento
desde un valor inicial de 0.7 hasta maximos de 2.7 debido al aumento de
poblacidn y a la presencia de azufre elemental en el sistema. La eliminacion de
suffuro fue del 100 %.

2. Durante la etapa de operacion de! reactor de recirculacion en donde se
separaron las fases de reaccion y aireacion, se manejaron diferentes tasas de
dilucion de 02, 0.5y 1 d', asuvezla carga de sulfuro se incrementé en valores
de 0.6, 1.0y 2.0 g/id. Durante las tres tasas de dilucién la eliminacién de sulfuro
fue del superior al 99% Por su parte, la proteina se incremenfé a medida que
aumento la carga de sulfuro y observd un vator maximo de 240 mg/l a una tasa de
dilucion de 1 d™'y 2.0 g/ld de sulfuro.

3. Debido a que la relacion 0J/S™ fue menor a uno y aproximada a 0.8, se
favorecié la produccion de azufre elemental, el cual presentd un valor maximo de
91.5%.

4. El consorcio presentd un comportamiento cinético de la oxidacion biolégica de
sulfuro superior al de origen La velocidad maxima especifica de oxidacion de
sulfuro determinada por pruebas de respirometria fue de 22.4 mg HSV/gp"min a
una concentracion maxima de 0.75 mM de sulfuro con una Ks de 0.3 mM de
sulfuro, valor que corresponde con la literatura (Alcantara, 2000). A una

concentracion 1 mM de sulfuro, se presentd inhibicion en la velocidad de

"~ oxidacion.
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Conclusiones

P

5 En el reactor de recirculacion se probd la influencia de la presencia de nitrégeno
amoniacal, las cargas probadas fueron 84, 556 y 1750 mg/id a una tasa de
dilucién de 0.5 d y una carga de 1.0 g/id de sulfuro. La presencia de nitrégeno
amoniacal no afecté al desarrollo del consorcio ni al proceso de sulfoxidacion,
mientras gue se incremento la carga de nitrégeno &l valor de la proteina se elevd
desde 55 mgfl hasfa valores de 197 mg/l. Lowry (1951) menciona una disminucion
en la coloracion de hasta 25% en la determinacién de proteina lo cual no ocurrié
en el presente trabajo, posiblementa debido a que la prueba se realizd en
condiciones suficientemente alcalinas Los experimentos realizados no permiten
identificar efecto ﬂsiolégico' alguno ni identificar de que forma ayuda la presencia
de nitrdgeno al desarrollo de microorganismes. La posible existencia de
microorganismos nitrificantes se descdrta ya que no se encontré presencia de

nitrato en el sistema.

6. La presencia de fencl y p-cresol causan un efecio inmediato a ia velocidad de
consumo de oxigeno, como fue observado en las pruebas de réspirometria, el
fenol y el p -cresol disminuyen en un 16 y 20.5 % la velocidad de consumo de
oxigeno respectivamente desde la primera concentracion probada (200 mgfl), a
pesar def aumento en la concentracion de los aromaticos, e efecto no se
incrementd ni la oxidacién de sulfuro se vio afectada. Con los resultados obtenides
y las pruebas realizadas no es posible definir el mecanismo fisiologico de afeccion

de los compuestos aromaticos hacia los microorganismos.

7. La presencia de fenol en un rector de recircuiacion con operacién continua no
afecta negativamente el proceso de sulfoxidacion, lo anterior se probo al estudiar
cargas de fenol en el sistema, las cargas evaluadas (25, 50, 100, 150 y 200 mg/id)
no disminuyeron la cantidad de proteina del sistema la cual se mantuvo en valores
cercanos a 100 mgfl, durante la operacién la carga de alimentacién de sulfuro (2
g/ld) fue eliminado al 100%. La concentracion de fenol a la salida del reactor fue
generalmente cero, sélo a cargas de 150 y 200 mg/ld se observé fenol a la salida
(3 ¥y 10 mg/l). Los resultados no ofrecen informacién acerca de si el fenol es
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degradado o asimilado intracelularmente por el consorcio. Asi mismo la presencia
de p-cresol en pruebas en fote demostrd no afectar negativamente el proceso
sulfoxidativo en concentraciones de hasta 200 mg/.

8. El sistema de reaccién con recirculacton ofiece la capacidad de tratar aguas
que contengan compuestos reducidos de azufre como el sulfuro de hidrogeno
oxidandolo parcialmente a azufre elemental, con alta eficiencia de remocién,
disminuyendo la cantidad de sulfato en la descarga, recuperando un material con
valor en el mercado, sin necesidad de catalizadores u oxidantes quimicos, sin un
todo quimico per disponer y no se ve afectado negativarente por la presencia de
nitrégeno amoniacal ni de compuestos aromaticos por o que es real la posibilidad
de tratar aguas que combinen estos contaminantes como las provenientes de la
industria del petréieo.
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Mililitros por minuto

Miligramos por litro por dia

Metros sobre el nivel del mar

Metros cubicos por hora

Metros clbicos por minuto

Metros clibicos por dia

Miligramos de sulfuro por grame de protefna por minuto
Miligramos de oxigeno por gramo de protefna por minuto
Concentracion normal

Longitud de onda en nanémetros
Potencial de oxido-reduccion

Porcentaje

Potencial Hidrogeno

Concentracién en partes por milén
Partes por millén por unidad de volumen
Revoluciones por minuto

Microlitros

Micrometros
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