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Gonzalez Silva, Blanca Magdalena (2007). Determinacion de parametros cinéticos y
de inhibicion por sulfuro en un reactor UASB sulfato-reductor. Tesis de Maestria.
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica. México.

Resumen

Las caracteristicas principales de los drenajes acidos de minas (DAM) son la alta concentracion de
sulfato (hasta 110 mM), metales disueltos, principalmente hierro (hasta 91 mM) y un pH entre 2-3.
Para la remediacion de los DAM la sulfatorreduccion es una alternativa atractiva ya que involucra la
produccion biologica de sulfuro de hidrogeno, precipitacion de los sulfuros metalicos y
neutralizacion del agua con la alcalinidad producida por el metabolismo microbiano. El tratamiento
de los DAM por sulfatorreducciéon requiere el adecuado conocimiento y modelacion de datos
cinéticos, ya que proporcionan la base para comprender el efecto que tienen los compuestos
inhibitorios sobre el proceso. El sulfuro de hidrégeno no disociado (H,S) es la forma de sulfuro mas
toxica hacia las BSR debido a que puede penetrar la membrana celular. En el mismo sentido, los
metales pesados pueden ser inhibitorios o tdxicos para las bacterias sulfatorreductoras (BSR), ya
que afectan su crecimiento y actividad metaboélica debido a que reaccionan con grupos sulfhidrilo (-
SH) y remplazan cofactores. La inhibicion que el sulfuro y los metales provocan sobre los
microorganismos es de tipo no competitivo, en la cual el inhibidor reduce la velocidad méaxima
especifica de utilizacion de sustrato (Qmax), pero no altera la constante de afinidad por sustrato (Ko).
Debido a que el hierro es el metal mas abundante en los DAM, su estudio es de gran importancia,
por lo que es necesaria una mejor comprension de la relacion entre el hierro y la sulfatorreduccion
para emplear efectivamente este proceso en el tratamiento de los DAM.

El objetivo de este trabajo fue investigar el efecto inhibitorio del sulfuro y del hierro sobre el
proceso sulfatorreductor en consorcios anaerobios, a partir de la determinacion de los parametros
cinéticos: Omax, Ks, constante de inhibicion por sulfuro (K|) y constante aparente de inhibicion por
hierro (K| ap de F e'). Se utilizd un reactor UASB que se operd bajo dos regimenes alternadamente,
en lote para la determinacion de las cinéticas y en continuo entre cada uno de los lotes. La operacion
del reactor en lote se llevo acabo en 3 etapas: en la etapa I se determinaron (nax ¥ Ks; en la etapa I
se hicieron pruebas de inhibicion con sulfuro para determinar la K; y en la etapa III la adicion de
diferentes concentraciones de hierro permiti6é determinar la K, 4p, de Fe™.

Los resultados de la operacion del reactor en continuo indicaron que el porcentaje de remocion de
materia organica (medida como demanda quimica de oxigeno, DQO) aumento6 desde 80 % (etapa I)
hasta alcanzar mas de 95% (etapa III). Los resultados de las cinéticas de etanol se ajustaron al
modelo de Monod, obteniéndose una Qpa de 0.25 g DQO/g SSV-dia y una K; de 86.2 mg/L. Los
resultados de las cinéticas de sulfuro fueron ajustados por minimos cuadrados a un modelo de
inhibicién no competitivo, determinandose la constante de inhibicion por sulfuro K; de sulfuro total
y de H,S con valores de 240 y 199 mg/L, respectivamente. También se determino la concentracion
de sulfuro inhibitoria que causo la reduccion del 50% de la Qmax, cuyo valor estuvo entre 325 y 360
mg H,S/L. Los resultados de las cinéticas con sulfuro indicaron que la inhibicion de las BSR fue
debida principalmente al sulfuro en forma de H,S. En las cinéticas de hierro se determino Ia
constante de inhibicién aparente que causo la reduccion del 50% de la velocidad de utilizacion de
sustrato, su valor fue de 8 mM. El ajuste del modelo de inhibicién no competitivo a los resultados
de las cinéticas con hierro determiné el valor de la constante de inhibicion aparente por hierro que
fue de 10.28 mM. La presencia del hierro en solucién (3.5 a 7.6 mM) dentro del sistema, provoco la
atenuacion del efecto inhibitorio del sulfuro debido a la precipitacion del hierro con el sulfuro
biogénico al formarse sulfuro ferroso (FeS), favoreciendo la sulfatorreduccion porque permitié un
aumento en las velocidades de utilizacion de sustrato () de la mayoria de ensayos a los que se le
adicion¢ hierro, al ser comparadas con la prueba control sin la adicién de hierro. Sin embargo se
observo una tendencia de disminucion en los valores de g, que podria estar asociada a un efecto
inhibitorio combinado del sulfuro y hierro en solucion.

xii



Gonzalez Silva, Blanca Magdalena (2007). Determination of the kinetic and inhibition
parameters by sulfide in a sulfate reducing UASB reactor. M. Sc. Thesis. Institute for
Scientific and Technological Research of San Luis Potosi. Mexico.

Abstract

The main characteristics of the acid mine drainages (AMD) are high concentrations of sulfate (up to
110mM), dissolved metals, mainly iron (up to 91mM), and low pH (2-3). The remediation of AMD
by sulfate reduction is an attractive alternative treatment because is a bioprocess based on biological
hydrogen sulfide production, followed by metal sulfide precipitation and neutralization of the water
by the alkalinity produced by the microbial metabolism.

The treatment of AMD by sulfate reduction requires knowledge of the kinetic data and its modeling,
since they provide the basis for the understanding of the effect that the inhibitory compounds could
have over the process. The undissociated hydrogen sulfide (H,S) is generally assumed as the main
toxic form of sulfide, because only neutral molecules permeate the cell membrane. In the same way,
heavy metals can inhibit or be toxic for the sulfate reducing bacteria (SRB) and can cause a
potentially negative impact on the growth and activity, because they may react with sulfhydryl
groups (-SH) and replace cofactors. The type of inhibition that sulfide and metals cause over the
microorganisms is non competitive; in which the inhibitor reduces the maximum specific rate of
substrate utilization (Qmax), but does not alter the substrate affinity constant (Kj).

The study of iron inhibition becomes important due to its abundance in AMD; thus, it is necessary a
better understanding of the relationship between iron and sulfate reduction to effectively employ
this process in the treatment of AMD.

The objective of this thesis was to investigate the inhibitory effect of sulfide and iron over the
sulfate reduction process using anaerobic consortia and to determine the kinetic parameters: Qmax,
K, sulfide inhibition constant (K,) and iron inhibition constant (K| a5, of Fe'). An UASB reactor
was used for the experiments and was operated under two regimes, in batch for the determination of
the kinetic parameters and in continuous between each batch. The batch operation was performed in
three stages: in stage I, Omax and Ks were determined; in stage I, assays with sulfide were performed
to determine its inhibition constant K, and in stage III, the addition of different concentrations of
iron allowed the determination of the apparent inhibition constant caused by iron (K; zpp of Fe™).
The results of the continuous operation indicated that the removal percentage of organic matter
(measured as chemical oxygen demand, COD) increased from 80 % (stage I) to more than 95 %
(stage III). The results of the kinetics performed with ethanol were adjusted to a Monod model,
which determined a Qmax of 0.25 g COD/g VSS-day and a K of 86.2 mg/L. The results obtained in
the experiments performed with sulfide as inhibitor were adjusted to a non competitive inhibition
model by least squares and determined the inhibition constants K; for total sulfide and H,S of 240
and 199 mg/L, respectively. It was also calculated the inhibitory concentration that caused a 50%
reduction on the Qma, determined in the assay without sulfide; and its value was 8 mM. The
adjustment of the results obtained from the experiments with iron to the non competitive model
yielded a value of 10.28 mM (K| 4pp of Fe™®). The presence of iron in solution (3.5 to 7.6 mM)
caused an attenuation of the inhibitory effect of sulfide, due to the precipitation of the iron with the
biogenic sulfide in the form of ferric sulfide (FeS); this situation favored the sulfate reduction
process because allowed an increase of the substrate utilization rates in the majority of the
experiments to which iron was added, when compared to the control assay without the addition of
iron. However, a decrease in the substrate utilization rates was also found and could be associated to
a combined inhibitory effect caused by sulfide and iron in solution.
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NOMENCLATURA

BSR

Cls

CI50app

DAM
DQO
H,S
HS
Kiapp
Ki

Ks

ppm

qmax

SSv
ST
TRH

UASB

Bacterias sulfatorreductoras

Concentracion de sulfuro que reduce en 50% la velocidad de utilizacion de
sustrato

Concentracion aparente de hierro que reduce en 50% la velocidad de
utilizacion de sustrato

Drenaje 4acido de minas

Demanda quimica de oxigeno

Sulfuro de hidrégeno no disociado

Sulfuro disociado

Constante aparente de inhibicion por hierro

Constante de inhibicion por sulfuro

Constante de afinidad por sustrato

partes por millon

Velocidad especifica de utilizacion de sustrato (g DQO/g SSV dia)
Velocidad méxima especifica de utilizacion de sustrato (g DQO/g SSV dia)
Soélidos suspendidos volatiles

Sulfuro total

Tiempo de retencion hidraulica

Upflow anaerobic sludge blanket (lecho de lodo anaerobio de flujo
ascendente)
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1. Introduccion

Los drenajes acidos de minas (DAM) son una fuente de contaminacidon importante al medio
ambiente, ya que provocan un fuerte impacto al depositarse en ecosistemas terrestres y
acuaticos, debido a que contienen altos niveles de metales, sulfato y pH acido (Jong y
Parry, 2006). La composicion quimica de los DAM es altamente variable, sin embargo, las
principales caracteristicas encontradas en ellos son las elevadas concentraciones de hierro
(hasta 91mM) y sulfato (hasta 110mM), y los bajos valores de pH (2-3) (Johnson, 2000).
Ademas también se pueden encontrar otros metales como los que se muestran en la Tabla

1.1.

Tabla 1.1 Contenido de metales encontrados en un drenaje acido de mina (DAM)
localizado en Minatitlan, Colima (Modificada de Juarez, 2004).

Metal Concentracién (mM)
cd 4.4X10%a 1.25
Mn 0.02 2 2.70
Zn 1.53 X 10%20.26
Cu 1.57X10%20.088
Pb 2.4X107% a0.44

La aplicacion de un tratamiento efectivo con el fin de remover los principales
contaminantes y neutralizar la corriente del DAM es necesaria antes de que ésta sea
depositada en un cuerpo receptor. En este sentido, la sulfatorreduccion es una alternativa
atractiva debido a que su principal ventaja sobre la neutralizacion quimica y precipitacion,
se basa en la produccion biologica de sulfuro de hidrégeno [Ecuacion 1.1], precipitacion de
los sulfuros metalicos [Ecuaciéon 1.2] y la neutralizaciéon del agua con la alcalinidad

producida por el metabolismo microbiano [Ecuacion 1.3] (Kaksonen et al., 2003a).

2CH,0 +SO*4 > H,S + 2HCO; (Ec.1.1)
donde: 2CH,0 = donador de electrones

H,S + M 2" > MS (s) + 2H" (Ec.1.2)
donde: M ** = i6n metalico, p. ej. Fe =

CO; (g) + H,O > HCO +H' (Ec.1.3)



La sulfatorreduccion forma parte del ciclo del azufre y se lleva acabo en la parte
reductiva del mismo. El ciclo bioldgico del azufre se muestra esquematicamente en la

Figura 1.1.

Compuestos
organicos de azufre

Mineralizacion

Reduccion asimilativa de
sulfato

Reduccién no asimilativa de sulfato

Sulfato < : >1 > Sulfuro —p Sulfuros

metalicos

Oxidacion de sulfuro

Reduccion de
azufre

Oxidacién de
sulfuro

Oxidacion de sulfuro

Azufre

Figura 1.1 El ciclo bioldgico del azufre (Visser, 1995).

Los principales pasos del ciclo bioldgico del azufre son: 1) Reduccion asimilativa de
sulfato: en este proceso el sulfato es usado como fuente de azufre para la biosintesis de
compuestos organicos de azufre en plantas, hongos y microorganismos; 2) Mineralizacion:
en esta etapa la desintegracion de la materia organica de las plantas o microorganismos
provoca la formacion de sulfuro. El sulfuro producido puede ser oxidado o puede precipitar
con metales pesados; 3) Oxidacion del sulfuro: Se lleva acabo bajo condiciones aerobias o
anoxicas en presencia de nitrato. En presencia de oxigeno o nitrato las bacterias
sulfoxidantes oxidan el sulfuro hasta azufre o sulfato. Los electrones del sulfuro son usados
para reducir el oxigeno o nitrato a H;O y N, respectivamente. Los electrones pueden ser
usados también para la reduccion de CO, bajo condiciones anaerobias y se lleva acabo por
bacterias sulfuro oxidantes fototroficas, estas bacterias usan los electrones del sulfuro para
la reduccion y asimilacion del CO,; 4) Reduccion no asimilativa de azufre: En esta etapa

ocurre la reduccion biologica de azufre elemental a sulfuro. Esta reaccion se lleva acabo



por la accion de las bacterias reductoras del azufre; 5) Reduccion no asimilativa de sulfato
o sulfatorreduccion: La reduccion biologica de sulfato a sulfuro es llevada acabo por las
bacterias sulfatorreductoras (BSR) (Visser, 1995).

Las BSR son microorganismos anaerobios que usan sulfato como agente oxidante o
aceptor de electrones. Pueden crecer heterotroficamente usando pequefias moléculas
organicas y autotroficamente usando hidréogeno como donador de electrones y CO, como
fuente de carbono. Las BSR son conocidas por estar presentes en consorcios complejos de
microorganismos involucrados en el proceso de digestion anaerobia, usado para el
tratamiento de aguas residuales (Nagpal et al., 2000). Las BSR pueden ser divididas en dos
grupos principales: 1) BSR oxidadoras incompletas de sustrato que generan acetato como
producto final. Este grupo contiene a los géneros como Desulfovibrio, Desulfomonas,
Desulfotomaculum, Desulfobulbus y Thermodesulfobacterium. Estas BSR utilizan lactato,
piruvato, etanol y ciertos acidos grasos como fuente de carbono y energia para reducir el
sulfato a sulfuro. 2) BSR oxidadoras completas de sustrato a didéxido de carbono. Este
grupo esta compuesto por Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina, Desulfonema y
Desulfobacterium; todos estos géneros se especializan en la oxidacion de acidos grasos,
especialmente acetato (Visser, 1995; Nagpal et al., 2000).

Durante el tratamiento anaerobio de aguas que contienen altos niveles de sulfato, las
BSR compiten con los microorganismos metanogénicos por los sustratos como hidrogeno y
acetato y con las bacterias acetogénicas por sustratos intermediarios tales como acidos
grasos volatiles (AGV) de cadena corta y alcoholes (Figura 1.2). El resultado de esta
competencia es importante porque puede determinar la cantidad producida de sulfuro y
metano, como productos finales del proceso de digestion anaerobia (Lens et al., 2000).

La digestion anaerobia es un proceso que se lleva acabo en varias etapas como se
muestra en la Figura 1.2. 1) Hidrolisis: Ocurre la desintegracion de la materia organica
compleja e insoluble. En este paso los carbohidratos, proteinas y lipidos son hidrolizados a
azlicares monoméricos, aminoacidos, polioles y dacidos grasos de cadena larga. 2)
Acidogénesis: se lleva acabo la fermentacion de compuestos solubles (azucares,
aminoacidos y polioles) a AGV, hidroégeno, dioxido de carbono y pequenias cantidades de
etanol y acido lactico. 3) Acetogénesis: consiste en la conversion de AGV a acetato e

hidrogeno. 4) Metanogénesis: Es la formacion de metano por la descarboxilacion de acetato



por microorganismos metanogénicos acetotroficos y por la hidrogenacion de didxido de
carbono por microorganismos hidrogenotréficos.

En la presencia de sulfato se lleva acabo la sulfatorreduccion, en esta etapa ocurren
las reacciones de oxidacion de acidos grasos volatiles con mas de dos atomos de carbono
asi como la oxidacion de acetato por BSR acetotréficas y de hidrogeno molecular por BSR

hidrogenotroficas (Visser, 1995).

Material organico
complejo

l

Fermentacién

Hidrélisis

’ Acidos grasos >C2 ‘ """""""" SUIfatorredUCCiép

Acetogénesis

Metanogénesis

Sulfatorreduccién

Figura 1.2 Esquema de la degradacion anaerobia de compuestos organicos en presencia de
sulfato. C2 = compuestos organicos de 2 carbonos (Lens et al., 2000).

Hay dos procesos criticos que ocurren en sistemas complejos que involucran la
fermentacion, metanogénesis y sulfatorreduccion. Uno es la competencia entre las BSR,
microorganismos metanogénicos y fermentadores por el donador de electrones y otro es la
inhibiciéon de la actividad bacteriana por especies de sulfuro (Maillacheruvu y Parkin,
1996).

La sulfatorreduccion ha sido estudiada en varios tipos de reactores tales como los
completamente agitados, reactor de cama de lodo anaerobio de flujo ascendente (UASB,
por sus siglas en Inglés), reactor hibrido y reactor de lecho fluidificado (FBR) (Kaksonen et

al., 2003b). Las aguas residuales que contienen sulfato han sido tratadas satisfactoriamente



en reactores UASB. Las caracteristicas principales de los reactores UASB son la alta
concentracion de biomasa activa, tiempos de retencion hidraulico (TRH) cortos, tiempo de
retencion de solidos desacoplado al TRH y la formacion de lodo granular con gran
capacidad de sedimentacion (Oude Elferik et al., 1994).

En los reactores UASB se pueden distinguir tres compartimientos: 1) cama de lodo
granular, 2) zona de fluidificacion y 3) separador solido-liquido-gas. La cama de lodo esté
localizada en el fondo del reactor. El agua residual se bombea desde el fondo del reactor y
pasa hacia arriba a través de la cama de lodo, en donde los compuestos organicos son
bioldgicamente degradados y se produce biogas (CH4 y CO,). Debido a la produccion de
biogas en la cama de lodo se desarrolla una zona “fluidificada”, en la cual toma lugar la
mayor degradacion bioldgica. El biogas es separado del liquido en el separador sélido-
liquido-gas. En los reactores UASB, la biomasa se retiene como agregados, llamados
granulos, formados por la auto-inmovilizacion natural de las bacterias, este tipo de
inmovilizacién no emplea ningln tipo de material de soporte. La formacién y estabilidad de
los granulos es esencial para la operacion exitosa de este tipo de reactores (Schmidt y
Ahring, 1995).

El tratamiento anaerobio de aguas residuales que contienen sulfato y metales
pesados, tales como los DAM, aguas residuales del procesamiento de minerales y aguas
residuales de tenerias (Nagpal et al., 2000), puede resultar afectado por la potencial
toxicidad debida a la generacion de sulfuro, como producto final de la sulfatorreduccion, ya
que puede causar fallas en el sistema de tratamiento.

Por lo tanto, para tratar los DAM por sulfatorreduccion, se requiere del adecuado
conocimiento y modelaciéon de datos cinéticos, ya que proporcionan la base para
comprender el efecto que tienen los compuestos inhibitorios sobre el proceso (Moosa y
Harrison, 2006). El sulfuro, como producto de la reduccion de sulfato, es un agente
inhibidor sobre el proceso (Utgikar et al., 2001; Greben et al., 2005; Maillacheruvu et al.,
1993). De igual forma se ha reportado que los metales pesados son agentes inhibitorios y
toxicos sobre los microorganismos anaerobios incluyendo las bacterias sulfatorreductoras
(Karri et al., 2006; Utgikar et al., 2004).

El sulfuro de hidrogeno no disociado (H,S) es la forma de sulfuro mas toxica hacia

las BSR debido a que es una molécula neutra que puede penetrar la membrana celular



(Okabe et al., 1995; Utgikar et al., 2001; Kaksonen et al., 2004; Greben et al., 2005). El
efecto toxico o inhibitorio del sulfuro esta relacionado con la especiacion y concentracion
del sulfuro sobre el proceso sulfatorreductor. El sulfuro de hidrogeno en ausencia de
metales, puede disociarse de acuerdo a las reacciones dadas en las ecuaciones 1.4y 1.5. En
el intervalo de pH de 6 a 8, el sulfuro de hidrogeno existe en forma de H,S y sulfuro
disociado (HS") tal como se muestra en la Figura 1.3. A un pH menor de 6, domina la forma
de sulfuro no disociado, y en un valor de pH cercano a 12 el sulfuro en forma de HS  se

disocia en S* (Moosa y Harrison, 2006).

H,S 9 HS +H'  pK.=6.97 (25°C) (Ec.1.4)

HS > S* + H+ pKao= 12.9 (25°C) (Ec. 1.5)

1.1

0.9 A
0.8 A
0.7 A
0.6 -
0.5 A —--—-HS-

04 - s2-
0.3 -
0.2 -
0.1 -

sulfuro

Fraccion de especies de

Figura 1.3 Relacion entre las especies de sulfuro de hidrogeno y pH (Moosa y Harrison,
2006).

Como el primer valor de pK, del sulfuro de hidrogeno es alrededor de 7, pequefias
variaciones de pH en el intervalo de 6 a 8 pueden afectar significativamente la
concentracion del sulfuro de hidrogeno no disociado y causar grandes cambios en el grado

de inhibicion (Oude Elferink et al., 1994).



En general, el efecto del sulfuro sobre el crecimiento y actividad de las BSR ha sido
descrito cualitativamente por muchos autores pero soélo pocos estudios reportan
cuantitativamente la cinética de inhibicion del sulfuro (Kaksonen et al., 2004).

Los datos disponibles de la sensibilidad de las BSR a la toxicidad del sulfuro en
consorcios anaerobios son pocos y muchas veces contradictorios (Tabla 1.2). Por ejemplo,
Kalyuzhnyi et al. (1997) encontraron que existio 100% de inhibicion de la actividad de
reduccion de sulfato del lodo granular de un reactor UASB a concentraciones de 1700-9951
mg de sulfuro total (ST)/L y de 570-610 mg de sulfuro no disociado (H,S)/L en un

intervalo de pH de 7.1 a 8 y etanol como sustrato.

Tabla 1.2 Efecto de sulfuro total (ST) y H,S para lodos anaerobios, en diferentes

condiciones.
Sustrato Biomasa Tipo de T pH ST H,S Efecto Referencia
experimento  (°C) (mg/L)  (mg/L)
Reactor 100% inhibicion .
Etanol Lodo UASB en 35 7.1- 1700- >70- de actividad Kalyuzhnyi.
granular 8 9951 610 etal., 1997
lote sulfatorreductora
Lodo Reactor en 50% inhibicion de Visser
Acetato granular lote 30 7 321 231 utilizacion de et al.,1996
substrato
Acetato Lodo botellas 37 68 374 196 50% inhibicién del O Tiahertyet
granular serologicas . al., 1998
crecimiento
Lodo botellas 50% inhibicion de Yamaguchi
Acetato granular serologicas 3 7 699 270 actividad etal., 1999
sulfatorreductora
o) iopiii i
Lodo botellas 7.2- 0% 1r.1h.1b1c10n de Visser
Acetato . 30 615 171 actividad de
granular serologicas 7.4 . . etal., 1996
utilizacion de
sustrato
Acetato,
- o) ot iis s
propio Lodo bOté?chlS 35 75 1000 50% 1nh1b_1c1on de Celis, 2004
nato, granular serologicas actividad
butirato sulfatorreductora
Kiggy ool Inhibicion Kok
Etanol Biopelicula FBR en lote 35 7 =248 8_4 actividad de ta|502r(1)%r11
utilizacion de etal,
sustrato
Ki acetato Kiacelalo InhlbiCIén K k
Acetato Biopelicula FBR en lote 35 7 =356 =124 actividad de ta|502r(1)%r11
utilizacion de etal,
sustrato

FBR: reactor de lecho fluidificado
Ki: Constante de inhibicion



Sin embargo, Celis (2004) en condiciones similares de temperatura y pH, pero con
acetato, propionato y butirato como sustratos, reportd valores de 50% de inhibicion de la
actividad sulfatorreductora a la concentracion de 1000 mg ST/L en botellas serologicas. Por
otro lado, Visser et al. (1996) reportan un valor de 50% de inhibicion de la actividad (Cls)
para las BSR utilizadoras de acetato en lodo granular a concentraciones de 615 mg ST /L
(171 mg H,S /L) a pH 7.2-7.4 en un reactor operado en lote y de 521 mg ST/L (231 mg H,S
/L) a pH 7 en botellas seroldgicas. Finalmente, O Flaherty et al. (1998) reportan el 50% de
la inhibicion sobre el crecimiento de las bacterias en lodo granular anaerobio, a las
concentraciones de 374 mg ST/L y 196 mg H,S/L, pero a un valor de pH de 6.8 en botellas
serologicas.

En esta revision se puede apreciar que no existe una correlacion en los resultados de
inhibicion y toxicidad para las BSR, debido a que los experimentos no se realizaron en los
mismos reactores, ni con el mismo indculo, asi como tampoco a las mismas condiciones de
pH y temperatura.

Por otro lado, se reporta que los metales pesados pueden ser inhibitorios o toxicos para
los microorganismos en general (incluyendo BSR), ya que provocan un impacto
potencialmente negativo sobre su crecimiento y actividad, debido principalmente a que los
metales cuentan con la capacidad de desactivar enzimas al reaccionar con grupos
funcionales sulfidrilo (—SH) y remplazan metales que son constituyentes y centros activos
de enzimas tales como los cofactores Cu(II), Zn(II), Co(II), Ni(II) (Sani et al., 2001).

En cuanto a la toxicidad de los metales sobre las BSR, en la literatura se encuentran
discrepancias en las concentraciones inhibitorias o toxicas, pues los experimentos se han
llevado acabo en diferentes condiciones. De las investigaciones que describen
concentraciones toxicas de metales pesados sobre las BSR se encuentra la realizada por
Hao et al. (1994), quienes trabajaron a pH de 7.6. Dichos autores estudiaron la toxicidad de
metales con soluciones unimetal en un cultivo mixto de BSR, e indicaron que en pruebas
con tubos de cultivo (medios so6lidos) los metales Zn, Pb, Cu, Cd, Ni y Cr(IIl) fueron
toxicos a las concentraciones de: 0.61, 0.38, 0.06, 0.03, 0.179 y 1.15 mM; asi como
también reportan que en la pruebas en lote (medios liquidos), el Zn, Pb, Cu, Cd, Ni y
Cr(IIT) fueron toxicos a las concentraciones de: 0.38, 0.36, 0.31, 0.17, 0.35 y 1.15 mM

respectivamente. Por otro lado, Cabrera et al. (2005) trabajaron a un pH de 7.5 + 0.5 y



reportaron que los metales Cr(III), Cu(Il), Mn(II), Ni(Il) y Zn(II) fueron toxicos a
concentraciones de 0.28, 0.06, 0.18, 0.14 y 0.30 mM respectivamente, para una cepa pura
de Desulfovibrio sp. En la literatura también se reporta el desarrollo de estudios
respirométricos para determinar el efecto toxico e inhibitorio de metales pesados sobre las
BSR consumidoras de hidrogeno; los resultados mostraron que el zinc y cobre fueron
inhibitorios sobre las BSR en un rango de 0.15 y 0.39 mM, mientras que el hierro, en
especies férricas o ferrosas, no fue toxico a concentraciones mayores de 7.1 mM (Tabak et
al., 2004). Las investigaciones que reportan el papel que juega el hierro sobre la
sulfatorreduccion no son muchas. Sin embargo, debido a que es uno de los elementos que
se encuentra en mayor concentracion dentro de los DAM, su estudio es de gran
importancia, por lo que es necesaria una mejor comprension de la relacion entre el hierro y
la sulfatorreduccion para emplear efectivamente este proceso en su tratamiento (Kalin et
al., 2006).

El sulfuro biogénico producido durante el proceso de sulfatorreduccion forma
complejos insolubles con los metales pesados resultando una precipitacion de sulfuros
metalicos, por lo que la toxicidad de los metales puede ser reducida en medios que
contienen sulfuro (Karri et al., 2006) y a su vez la toxicidad del sulfuro puede disminuir por
la precipitacion del sulfuro al adicionar metales tales como el hierro (Gupta et al., 1994).

En esta tesis se realizaron estudios de inhibicion por sulfuro y por hierro sobre el
proceso sulfatorreductor, posteriormente los resultados fueron modelados usando una
cinética tipo Monod [Ecuacion 1.6] (Rittmann y McCarty, 2001), y a partir de los
resultados de la modelacion se estudid el efecto que tienen estos compuestos sobre la

actividad de las BSR.

rut = — S o (Ec. 1.6)
Ks+S

Donde:

rut = Velocidad de utilizacion de sustrato (g DQO/L-dia)

gmax = Velocidad especifica maxima de utilizacion de sustrato (g DQO/g SSV-dia)
Xa = Concentracion de biomasa (g SSV/L)

K = Constante de afinidad por sustrato (g DQO/L)

S = Concentracion de sustrato (g DQO/L)



Los estudios realizados con un cultivo puro de Desulfovibrio desulfuricans y con un
cultivo mixto anaerobio demostraron que la inhibicion por sulfuro sobre las BSR puede ser
reversible y de tipo no competitivo, donde el inhibidor reduce la velocidad méxima
especifica de utilizacion de sustrato (Qmax) pero no altera la constante de afinidad por
sustrato, K (Okabe et al., 1995; Kaksonen et al., 2004; Rittmann y McCarty, 2001). De
igual manera, Bailey y Ollis (1986) reportan que los metales provocan sobre los

microorganismos el mismo fenoémeno de inhibicién no competitivo que los sulfuros.
1.1 Justificacion

Se ha reportado que el sulfuro causa toxicidad e inhibicion sobre la sulfatorreduccion, por
lo tanto es necesario su estudio y modelacion desde un punto de vista cinético en ausencia y
presencia de metales tales como el hierro. Por otro lado, el hierro es el elemento que se
encuentra en mayor concentracion en un DAM y su efecto, en combinacion con el del
sulfuro, sobre la sulfatorreduccion ha sido poco investigado. La aplicacion de un modelo
matematico a los datos cinéticos proporcionaria los elementos suficientes para el disefio y
aplicacion de un tratamiento bioldgico basado en la sulfatorreduccion para el control del

impacto ambiental asociado a los DAM.
1.2  Objetivos

El objetivo general de este trabajo de investigacion fue estudiar el efecto que tiene el
sulfuro y el hierro sobre la cinética del proceso sulfatorreductor en consorcios anaerobios.

Para lograr lo anterior, el trabajo fue dividido en tres objetivos particulares:

l.- Determinar la velocidad especifica maxima de utilizacion de sustrato (Qmax) y la
constante de afinidad por sustrato (Ks), a partir de la aplicacion de un modelo tipo
Monod a las cinéticas independientes llevadas acabo en lote y con diferentes

concentraciones de etanol como fuente de sustrato.

2.- Determinar el efecto que tiene el sulfuro sobre la Qmax, Y conocer la constante de

inhibicion por sulfuro (K)) por medio de la aplicacion de un modelo de inhibiciéon no
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competitivo a las cinéticas independientes llevadas acabo en lote y con diferentes

concentraciones de sulfuro.
Determinar el efecto que tiene el hierro sobre la Qmax, y conocer la constante de

inhibicidn aparente por hierro (K 4, de Fe'?), a partir de cinéticas independientes y

aplicando un modelo de inhibicién no competitivo.
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2. Materiales y Métodos
2.1 Materiales

2.1.1 Reactor anaerobio UASB

Se utiliz6 un reactor tipo UASB de vidrio con un didmetro interno de 5.8 cm, una longitud

de 41.6 cm y un volumen de 820 mL (Figura 2.1 A).

, ( : ) <:> LEYENDA:
@ 1. Influente

@ @ 2. Bomba

3. Cama de lodo

4. Separador sélido-liquido-

gas
@ @ 5. Bolsa colectora de biogas
6. Efluente
@HC&J A 7. Linea de recirculacion
@ @ 8. Puerto de muestreo

Figura 2.1 Representacion esquematica del reactor UASB operado en flujo continuo (A) y

operado en lote (B).

Este reactor se operd bajo dos diferentes regimenes: en lote para determinar los pardmetros
cinéticos (Qmax ¥ Ks) y de inhibicion por sulfuro (K;) y por hierro (K app de Fe™); y en
continuo entre cada uno de los lotes. Para alimentar el reactor o recircular el efluente se uso

una bomba Masterflex modelo 7518-10. El biogas se colectaba en el separador sélido-
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liquido-gas y mediante una manguera de latex pasaba del colector a una bolsa de tedlar de

300 mL de volumen.

2.1.2 Fuente de biomasa

La biomasa utilizada para inocular el reactor UASB fue lodo granular anaerobio
sulfatorreductor proveniente de la industria papelera Eerbeek (Holanda) que estuvo
almacenado a 4°C. El lodo se adaptd a sulfato por un periodo de tiempo aproximado de 103
dias en otro reactor UASB de 1070 mL. Posteriormente, el reactor se inocul6 con 154 g de
lodo para alcanzar una concentracion de 20 g de solidos suspendidos volatiles (SSV)/L en
el reactor. Para caracterizar la biomasa se determin la actividad metanogénica, la actividad

sulfatorreductora, el nimero méas probable (NMP) y los SSV.

2.1.3 Medios de cultivo

Reactor UASB operado en flujo continuo. Se alimentd con un medio basal que contenia
los siguientes compuestos (g/L): extracto de levadura (0.02), NH4Cl (0.3), CaCl,-H,O
(0.015), KH,PO4 (0.2), MgCl,-6H,0 (0.098), KCI (0.25) y una solucion de elementos traza
(0.1 mL/L) que contenia (g/L): FeCl,-4H,0 (1.5), MnCl,-4H,0 (0.1), EDTA (0.50), H;BOs
(0.062), ZnCl, (0.070), NaMoO4-2H,0O (0.036), AICI;-6H,O (0.40), NiCl,:6H,O (0.024),
CoCly'6H,O (0.70), CuCl,-2H,O (0.020), HCl 36% (1 mL) y resazurina (0.5) como
indicador de condiciones redox. La fuente de carbono fue etanol (1 g DQO/L) y como
fuente de sulfato se adicioné sulfato de sodio (NaSO,) a una relacion masica DQO/SO4> de
0.5 para asegurar una completa oxidacion del etanol. Se us6 una equivalencia teodrica de
0.48 g de etanol por 1 g DQO (Ec. 2.1).

El potencial oxido-reduccion (Eh) fue de -0.18V (con respecto al electrodo estandar
de hidrégeno) y el pH del medio para la alimentacion del reactor en flujo continuo se
ajustaba a 5, ya que para la experimentacion con hierro era necesario mantener el metal en

solucion, lo cual se logra a un pH cercano a 5 y un Eh de -0.18 V.

Reactor UASB operado en lote. Se adicionaba un pulso de medio de cultivo de 140 mL

que variaba en su composicion de acuerdo a la cinética que se desarrollaba (Tabla 2.1).
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Para las cinéticas independientes con sulfuro y con hierro se us6 una concentracion fija de
etanol correspondiente a la Qmax (I g DQO/L) que se obtuvo a partir de los experimentos

cinéticos con etanol (ver seccion 2.2.4.1).

El medio mineral era idéntico al de la operacioén en continuo, pero concentrado 10
veces (medio 10X) y ademas no se le adicionaba la solucion de elementos traza para evitar
interferencias por la formacion de sulfuros metélicos. El pH del medio se ajustaba con HCI

concentrado.

Tabla 2.1 Contenido del pulso para cada una de las cinéticas llevadas acabo en el reactor
UASB operado en lote. En cada caso el volumen del pulso se ajustaba a 140 mL
con agua destilda.

Cinética  Medio Etanol DQO/ s* Fe*
10X (mL) (g DQOJ/L) SO, pH  (mg/L) (mM)
0.26, 0.37, 0.55, 0.59,
Etanol 14 0.69, 0.72, 0.80, 0.92, 0.5 3
0.96,1.62,2.8
152, 255,
Sulfuro 14 1 0.5 3— 344, 455
3.5
4.7,7.4,
Hierro 14 1 0.5 2.5 8.1, 8.5

Actividades especificas

Actividad metanogénica acetoclastica. El medio mineral utilizado estuvo compuesto por
(g/L): NaH,PO4H,O (0.70), K,HPOs (0.6), MgSO47H,O (0.11), NH4Cl (0.28),
CaCl,y'2H,0 (0.006), extracto de levadura (0.02) y 1 mL/L de la soluciéon de elementos
traza. La fuente de sustrato fue acetato (2 g DQO/L) y el pH fue ajustado a 7 con NaHCO;
ya que es un valor de pH Optimo para bacterias metanogénicas (Visser et al., 1996). La
equivalencia tedrica que se uso para el acetato fue de 0.94 g de acido acético por 1 g DQO

(Ec. 2.1).
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Actividad sulfatorreductora. El medio mineral se prepard idéntico al anterior, sélo que sin
la adicion de la solucion de elementos traza y NaHCOs para evitar la interferencia por
posibles precipitaciones de carbonatos y sulfuros metalicos con el sulfuro biogénico. Se

utiliz6 etanol como fuente de sustrato (2 g DQO/L).

Medio de cultivo para la determinacion del nUmero mas probable (NMP)

El medio para determinar el NMP del lodo granular fue el medio Postgate B (Goenka,
2005) modificado, que estuvo compuesto por: KH,POs (0.5 g/L), NH4Cl (1 g/L),
CaCl,y-2H,0 (1.08 g/L), MgS04-7H,0 (2 g/L), acido lactico al 80% (2.4 mL/L), extracto de
levadura (1 g/L), acido ascorbico (0.1 g/L), cisteina (0.1 g/L), FeSO4-7H,0 (0.5 g/L), el pH

se ajustd a 7 con NaOH y se adicion6 agar (1.5 g/L) para tener un medio semisolido.

Buffer de fosfatos (PBS)

Se utiliz6 una solucion PBS a pH 7 para eliminar el exceso de sulfuro de la biomasa y hacer
las diluciones seriadas. Se prepardé como sigue: 39% en volumen de solucion stock A
compuesta por 15.29 g de NaH,PO4 H,O en 500 mL de agua destilada y 61% en volumen
de solucion stock B compuesta por 14.2 g de Na,HPO,4 en 500 mL de agua destilada
(Bollag y Edelstein, 1991).

2.2 Métodos

2.2.1 Actividad metanogeénica acetocléstica especifica

Se define como la velocidad de produccion de metano por el lodo, expresado como DQO,
bajo condiciones Optimas y con respecto al contenido de SSV en el lodo granular (g DQO-
CH4/g SSV-dia).

La actividad metanogénica acetoclastica especifica se llevd acabo en botellas
serologicas de 160 mL a las que se les adiciondé 80 mL del medio mineral (ver seccion
2.1.3) y lodo granular (del reactor UASB de 1070 mL de volumen) como in6culo a una

concentracion de 2 g SSV/L. La presion de la fase gas de la botella se equilibro a la presion

15



atmosférica eliminando el exceso de gas pinchando el tapon con una aguja conectada a una
manguera y un vaso con agua (Figura 2.2 A). Las botellas se incubaron a 30°C y en
agitacion a 150 rpm por un periodo de 72 horas.

Después de 72 horas de incubacion a cada botella se le adiciond acetato a una
concentracion de 2 g DQO/L, se les realizdo nuevamente el equilibrio de la fase gas y las
botellas se incubaron de nuevo a 30°C y 150 rpm. Todos los ensayos se hicieron por
triplicado y la medicién de metano producido se determind 3 veces por dia durante un
periodo aproximado de 10-15 dias por medio de la técnica de desplazamiento con una
solucion de NaOH al 3% (Figura 2.2 B). Posteriormente, se calculd la velocidad de
produccion de metano (mL de CHy4/ hora) durante el periodo en que el lodo estuvo activo, a
partir de la pendiente obtenida al graficar los mililitros de metano acumulados contra el
tiempo. Finalmente, este valor se convirtid en términos de actividad metanogénica
acetoclastica especifica (g DQO-CH4/g SSV-dia) a partir de los g SSV/L utilizados.

B

Metano

Probeta

Figura 2.2 Representacion esquematica del equilibrio de la fase gaseosa en las botellas con
la presion atmosférica (A) y cuantificacion de metano para la determinacion de
la actividad metanogénica especifica (B).

2.2.2 Actividad sulfatorreductora

La actividad sulfatorreductora se define como la capacidad de reduccion de sulfato méxima
alcanzada por el lodo y se determina utilizando la velocidad de producciéon de sulfuro o la
reduccion de sulfato expresada como DQO, bajo condiciones Optimas y con respecto al
contenido de SSV en el lodo (g DQO H,S/g SSV-dia)

Las actividades sulfatorreductoras se llevaron acabo en botellas serologicas de 160

mL a las que se les adiciond 157 mL del medio mineral descrito anteriormente (ver seccion
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2.1.3), lodo granular (del reactor UASB de 1070 mL de volumen) como in6culo a una
concentracion de 2 g SSV/L, y sustrato (lactato o etanol) a una concentracion de 2 g
DQO/L. Como aceptor final de electrones se adiciond sulfato (Na,SO4) conservando una
relacion masica DQO/SO,> de 0.66. El equivalente tedrico de DQO para lactato y etanol
que fue utilizado en los experimentos, se calculd de acuerdo a la Ecuacién 2.1 (Tarvin y
Buswell, 1934):

4 C\H,0, + (4x+y-2z) O, = 4x CO, + 2y H,O (Ec. 2.1)

Las equivalencias teoricas utilizadas en los calculos fueron las siguientes:
Acido lactico (C3HgO3): 1.066 g DQO /g ac.lactico
Etanol (C,Hs0): 2.08 g DQO/g etanol

La actividad sulfatorreductora se calculd a partir de la pendiente obtenida al graficar la
concentracion de sulfuro disuelto acumulado en funcion del tiempo y la cantidad de SSV en
la botella.

Con la finalidad de conocer la velocidad de produccion de sulfuro a un pH menor
que el optimo reportado para las BSR, que es alrededor de 7 (Widdel, 1988), se realizaron
dos actividades sulfatorreductoras independientes con lactato como fuente de sustrato a un
pH de 6.3 y 5.5 (la biomasa fue inicialmente adaptada con lactato). Este experimento fue la
base para alimentar al reactor operado en flujo continuo a un pH menor al 6ptimo. Ademas,
se determind la actividad sulfatorreductora con etanol a pH 5.5. Los experimentos con
diferente sustrato y pH 5.5 se compararon con la finalidad de conocer que sustrato

proporcionaba una mayor velocidad de produccién de sulfuro.

2.2.2.1 Actividad sulfatorreductora con diferentes concentraciones de etanol

Se realizaron cinco actividades sulfatorreductoras independientes con etanol como donador
de electrones a las concentraciones de 1, 2, 3,4y 5 g DQO/L y a un pH de 5.5 en botellas
serologicas. A partir de estos ensayos se determinaron las concentraciones de etanol que se
usarian para determinar los parametros cinéticos (Qmax Y Ks), en los experimentos del reactor
operado en lote. Las concentraciones se definieron a partir de la concentracion (1 g

DQO/L) reportada por Celis (2004) para la actividad sulfatorreductora.
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2.2.3 Determinacion de la cantidad de bacterias sulfatorreductoras en el lodo
granular por la técnica del nUmero mas probable (NMP)

Este método consiste en hacer diluciones seriadas en un medio de crecimiento y registrar la
fraccion de tubos que muestran crecimiento bacteriano (Koch, 1994). La presencia de BSR
es detectada por un ennegrecimiento de los tubos causado por la formacion de sulfuro
ferroso (FeS) al producirse sulfuro durante la reduccion no asimilativa de sulfato (Lens et
al., 1995).

Las diluciones seriadas se hicieron a partir de 1 mL de lodo, con el que se inoculd el
reactor UASB (previamente disgregado con una jeringa), en 9 mL de buffer PBS bajo
condiciones de esterilidad. Se tomaron 0.5 mL de 12 diluciones seriadas (10" a 10"?) y se
inocularon por triplicado en tubos que contenian 4.5 mL de medio Postgate B y que habian
sido previamente esterilizados a 121°C por 15 minutos. Posteriormente, se incubaron a
35°C por un periodo de 15-28 dias durante los cuales se registrd el ennegrecimiento de los
tubos causado por el crecimiento de las BSR. Finalmente se llevd acabo el conteo
estadistico de las BSR presentes en el lodo usando las tablas y la formula para el NMP

reportadas en el Standard Methods (APHA, 1998).

2.2.4 Operacion del reactor UASB y determinacion de los parametros cinéticos

El reactor UASB se opero6 bajo dos condiciones o regimenes: en lote para la determinacion
de las cinéticas y en continuo entre cada uno de los lotes, a continuacion se describe en

detalle la operacion del reactor.

Operacion en continuo. Antes y entre cada uno de los experimentos individuales en lote, ¢l
reactor UASB fue operado en continuo y en estado pseudo-estacionario con el medio
mineral descrito en la seccion 2.1.3. El TRH fue de 10 horas, la carga orgadnica de 2.4 g
DQO/L-dia usando etanol como sustrato y la carga de sulfato de 4.8 g SO*4/L-dia. La
operacion en continuo tenia la finalidad de “lavar” el sulfuro de hidrégeno producido y
acumulado durante los experimentos en lote. En el efluente se determinaron el sulfuro

producido, el pH y la concentracion de DQO.
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Operacion en lote. Los experimentos realizados para obtener parametros cinéticos (Cmax,
Ks, Ki 'y Ki opp de Fe™) fueron conducidos en el reactor UASB haciendo un circuito cerrado
al cortar la alimentacién y recircular el liquido a un flujo de recirculacion de 44 mL/min,
equivalente a una velocidad ascensional de 1 m/h (Figura 2.1 B). La experimentacion se
llevd acabo en 3 etapas: en la etapa I se determinaron la velocidad méaxima de utilizacion de
sustrato, Omax y la constante de afinidad por sustrato Ks, estas fueron las cinéticas de etanol;
en la etapa II se hicieron pruebas de inhibiciéon con sulfuro para determinar la constante de
inhibicion, K (cinéticas de sulfuro); en la etapa III la adicion de diferentes concentraciones
de hierro permiti6 determinar la constante de inhibicion aparente por hierro K app de Fe'™
(cinéticas de hierro). Para cada etapa se llevaron acabo cinéticas independientes mediante la
adicion de un pulso de 140 mL de medio de cultivo (ver seccion 2.1.3), por la parte superior
del reactor quitando la campana de separacion gas-solido-liquido. Posteriormente, el pulso
se mezclaba dentro del reactor al operar la bomba a maxima velocidad (aproximadamente
130 mL/min) durante 5 minutos. El pH del pulso para todas las cinéticas fue entre 2.5 y 3.5
con el objetivo de disminuir el pH dentro del reactor y mantener el hierro en forma soluble
al llevar acabo las cinéticas con hierro. Se tomaron muestras a través de la valvula de
muestreo localizada en la linea de recirculacion (Figura 2.1 B) a intervalos de tiempo entre
1 y 1.5 horas para la determinacion de DQO, sulfuro y hierro disuelto (cinéticas de hierro)
hasta que el consumo de DQO fue igual o mayor a 80% de la DQO de alimentacién o se
mantenia estable por 2 horas. La cuantificacion de la alcalinidad y pH fue realizada al inicio

y al final de cada experimento en lote.

2.2.4.1  Etapa I: Determinacién de los parametros cinéticos gmax Y Ks (Cinéticas de
etanol)

La primera etapa tuvo por objetivo la obtencion de las velocidades de consumo de etanol
(q) a diferentes concentraciones y los valores de Qmax ¥ Ks, se obtuvieron del ajuste de los
parametros a la cinética Monod. Para llevar acabo los experimentos, se utilizé un pulso de
medio de cultivo (ver Tabla 2.1) de 140 mL de volumen con una concentracioén de sustrato
que era variable para cada cinética. Las concentraciones de etanol como fuente de sustrato

fueron fijadas a partir de los resultados obtenidos en los experimentos con botellas
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serologicas descritos en la seccion 2.2.2.1. Se llevaron acabo 11 lotes correspondientes a las
11 concentraciones de etanol evaluadas y mostradas en la Tabla 2.1. El pH del pulso para
cada lote fue ajustado a 3 con HCI concentrado y las variables a medir durante las cinéticas
fueron DQO vy sulfuro disuelto. La alcalinidad y el pH fueron cuantificados al principio y

final de cada cinética.

2.2.4.2 Etapa Il: Determinacion de la constante de inhibicion por sulfuro, K|
(Cinéticas de sulfuro)

Los experimentos en lote para determinar la K; se llevaron acabo con un pulso de 140 mL
de volumen y 1 g DQO etanol/L como sustrato. Las concentraciones de sulfuro
experimentadas se fijaron en base a las referencias dadas en la Tabla 1.2 y se muestran en la
Tabla 2.1. Para obtener la concentracion de sulfuro, evaluada en cada lote, se cuantifico la
concentracion de sulfuro en el reactor antes de adicionar el pulso y se calculo la
concentracion de sulfuro (Na,S-9H,0) necesaria para obtener la concentracion deseada en
el reactor. El pulso se preparaba adicionando el medio 10X, el Na,S-9H,0, el etanol y agua
hasta un volumen de 140 mL, posteriormente se acidificaba hasta un pH entre 3.0-3.5. Sin
embargo, cuando se cuantifico por primera vez la concentracion de sulfuro contenida en el
pulso por el método yodométrico se encontrdé que habia un faltante con respecto al que en
teoria se deberia tener. Fue entonces cuando se observo que después de ajustar el pH habia
un faltante de aproximadamente 40% de sulfuro, que seguramente pasaba a la fase gas. Por
lo tanto se agregaba un 40% mas de Na,S-9H,0 al calculado tedricamente para llegar a la
concentracion deseada. De esta forma cuando se cuantificaba por yodometria el ST se
obtenia la concentracion exacta adicionada al reactor. Las variables a medir durante las
cinéticas fueron DQO y sulfuro disuelto. La alcalinidad y el pH fueron cuantificados al
principio y final de cada cinética. Las cinéticas se dieron por concluidas hasta que la DQO
consumida era igual o mayor a 80% de la DQO alimentada o se mantenia en un valor
estable por 2 horas.

Finalmente, las velocidades de consumo de substrato (q) obtenidas en cada lote y
para cada especie de sulfuro (ST y H,S) se ajustaron al modelo de inhibicién no
competitivo [Ecuacion 3.4] por minimos cuadrados reportado por Kaksonen et al. (2004),

con lo que se obtuvo la constante de inhibicion por sulfuro, K| para cada especie de sulfuro.

20



2.2.4.3 Etapa Ill: Determinacion de la constante de inhibicion aparente por
hierro, K 45 de Fe*?(Cinéticas de hierro)

La tercera parte de la experimentacion estuvo enfocada a la determinacion de la constante
de inhibicion por hierro, K; de Fe™. Para saber si existian las condiciones para mantener el
hierro en solucidn, se determiné el potencial de 6xido-reduccion (Eh) del medio contenido
dentro del reactor con un electrodo de platino (Ehpiaino = 377.4 mV), la lectura obtenida se
reportd con respecto al potencial de hidrogeno (Ehpigrsgeno = -180 mV). Finalmente dicho
potencial se convirtid en potencial estindar (pE = 16.9 (Ehpigrsgeno)), su valor fue de -3Volts
(V). Una condicion para llevar acabo las cinéticas en presencia de hierro era que este se
mantuviera en solucion y solamente se precipitara con el sulfuro biogénico en forma de
FeS. Dado que el pH promedio maximo alcanzado en las cinéticas de sulfuro y etanol fue
de 6.4 y que el pE del sistema tuvo un valor de -3V se encontrd que bajo estas condiciones
el ion ferroso seria la especie predominate (rombo relleno) como se observa en el diagrama
de pE vs pH para el sistema Fe-CO,-H,O (Figura 2.3), donde las fases solidas son: Fe(OH);
(amorfo), FeCO; (siderita), Fe(OH), (S), y Fe(S); CT (carbono total) = 10° M (Stumm y
Morgan, 1996). Segun el diagrama habria probabilidad de precipitacion como hidroxido
(Fe (OH);,) si el pH aumentara a mas de 8 6 de precipitaciéon como carbonato (FeCO3) si el
pH fuera mayor que 7.5 (aproximadamente). Por otro lado, como referencia se tiene que la
constante de precipitacion (Kps) del FeOH, es de 7.4 y como FeCO; es igual a 10.7
(Stumm y Morgan, 1996).

Para determinar la concentracion de hierro que se adicionaria en el pulso (Tabla
2.1), se consider6 la concentracion de sulfuro que habia en el reactor en estado pseudo-
estacionario justo antes de adicionar el pulso y, en base a ella, se definio la concentracion
de hierro que se podria precipitar con dicho sulfuro a partir de la relacion estequiométrica

que se muestra en la Ecuacion 2.2 reportada por Kalin et al. (2005).

Fe ">+ H,S-> FeS + 2H" (Ec.2.2)

Posteriormente, se calcul6 una concentracion de hierro adicional para que hubiera hierro en
solucion para cada cinética. El hierro se adicion6 en forma de FeCl,-4H,O. Se evaluaron las
siguientes concentraciones de hierro: 4.74, 7.45, 8.15 y 8.51 mM. Estas concentraciones se

basaron en los estudios respirométricos reportados por Tabak et al. (2004) quienes indican
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que las BSR utilizadoras de hidrogeno no fueron inhibidas a concentraciones mayores a
7.16 mM de hierro en especies férricas o ferrosas. Por lo tanto, al no conocer la sensibilidad
del lodo utilizado como indculo, se procedid a realizar la primera cinética a una

concentracion menor de 7.16 mM.

+10

Figura 2.3 Diagrama de pE contra pH para un sistema Fe-CO,-H,O. Las fases solidas son
Fe (OH); (amorfo), FeCOs (siderita), Fe (OH), (S), y Fe(S); CT = 10°M. Las
lineas son calculadas para Fe (II) y Fe (III) =10 M (25°C) (Stumm y Morgan,
1996).

Las variables a medir durante las cinéticas fueron DQO, pH, hierro y sulfuro
disuelto a intervalos de tiempo entre 1 y 1.5 horas hasta que la DQO consumida era igual o
mayor a 80% de la DQO alimentada o se mantenia estable por 2 horas.

Posteriormente las velocidades de consumo de substrato (q) se ajustaron a un modelo
de inhibicion no competitivo [Ecuacion 3.4] por minimos cuadrados reportado por
Kaksonen et al. (2004) obteniendo finalmente la constante aparente de inhibicién por

hierro, Ky appde Fe™.
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2.2.5 Andlisis

La DQO se determind por el método de reflujo cerrado utilizando 2 mL de muestra
previamente centrifugada en una microcentrifuga (Tomy Kogyo HF-120) a 6400 rpm. El
método consiste en oxidar la muestra con dicromato de potasio en condiciones acidas
utilizando acido sulftrico y sulfato de plata como catalizador a 160°C por 2 horas en tubos
de vidrio cerrados. La concentracion de DQO se determind en un espectrofotometro marca
Termo spectronic modelo Aqua Mate a una longitud de onda de 600 nm y con la curva
estandar correspondiente entre 50 y 1000 mg DQO/L usando glucosa como estandar. El
sulfuro existente en la muestra se elimind antes de la determinacion de la DQO
burbujeando la muestra (6 mL) con aire por 5 minutos. La determinacion de la DQO se
realiz6 para cada muestra por duplicado.

El sulfuro total en la determinaciéon de los parametros cinéticos se analizé por el
método yodométrico, que se basa en la capacidad de oxidacion que tiene el yodo como
agente oxidante débil frente al sulfuro que es un agente reductor fuerte en condiciones
acidas (Ecuacion 2.3). La cuantificacion se llevd acabo por una titulaciéon del yodo
remanente empleando una solucion estandar 0.025N de tiosulfato de sodio. Este método es

confiable para concentraciones mayores de 1 mg/L (APHA, 1998).

st + Iz —> 2HI + S (EC 23)

La cuantificacion del sulfuro disuelto en las actividades especificas fue realizada
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 480 nm (UV visible marca Thermo
Spectronic modelo Aquamate) por el método colorimétrico descrito por Cord Ruwisch
(1985).

La alcalinidad como bicarbonato se determiné a partir de una titulacion con HCI 0.1
N hasta llegar a un pH de 5.8, reportandose la alcalinidad como CaCOj; seglin el método
estandar (APHA, 1998).

El pH de las muestras se determin6 con un potenciometro Termo Orién modelo 720
Ay con un electrodo marca Orién modelo 8256.

Los SSV, solidos suspendidos totales y solidos suspendidos fijos en el lodo granular

se determinaron por el método gravimétrico descrito en el método estandar (APHA, 1998).
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La determinacién del hierro total en solucién se realizd con un espectrofotometro de
absorcion atomica marca Perkin-Elmer modelo Aanalyst 400. La muestra de hierro fue
filtrada por una membrana con tamafio de poro de 0.2um, almacenada a un pH de 4 y
diluida con agua desionizada que tenia un pH de 2.5. Se utilizé un estandar de hierro Marca
Fisher Chemical de 1000 ppm y una curva de calibracion de 1 a 6 ppm. La calibracion se
realiz6 con un ajuste no lineal pasando por cero, el andlisis de la muestra se realizé por
triplicado y con una ldmpara lumina de catodo hueco monoespecifica para hierro marca
Perkin Elmer. La determinacion se llevo acabo a una longitud de onda de 248.33 nm, un slit
de 1.8-135 nm, aire como oxidante a un flujo de 10 L/min y acetileno como combustible a
un flujo de 2.5 L/min.

La medicion del potencial oxido-reduccion (Eh) del medio que tenia el reactor
UASB se determiné con un potenciéometro marca Termo Orion modelo 420 A” equipado
con un electrodo combinado de platino con electrodo de referencia de Ag/AgCl, y cuyo

potencial con respecto al electrodo estdndar de hidrogeno (SHE) es de 197 mV.
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3. Resultados

Los resultados se dividieron en dos partes: en la primera se incluyen aquellos obtenidos en
la caracterizacion del lodo y las actividades sulfatorreductoras especificas que fueron
utilizadas para la determinacion de los parametros cinéticos; en la segunda parte, se
muestran los resultados obtenidos en la operacion en continuo del reactor UASB y la

determinacion de los parametros cinéticos (operacion en lote).
3.1 Caracterizacién del lodo y actividades sulfatorreductoras

El lodo granular anaerobio utilizado como fuente de biomasa tuvo una relaciéon de SSV de
0.10 g por cada gramo de lodo, es decir 10% de SSV. Con este valor de SSV se determin6
la concentraciéon de biomasa que se inoculd en las botellas seroldgicas para la
determinacion de las actividades especificas y al reactor UASB para su operacion. Al final
de toda la experimentacion del reactor UASB, se determind que existian 15.5 g SSV/L
debido a que el lodo tenia 0.06g de SSV/g lodo, es decir 6 % de so6lidos suspendidos
volatiles, posiblemente la diferencia en el contenido de SSV se debi6 a un lavado de la
biomasa durante las cinéticas en lote.

La determinacion del NMP tuvo por objetivo la cuantificacion de las BSR existentes
inicialmente en el lodo granular, para lo cual se hicieron diluciones seriadas desde 107
hasta 10™'%. La presencia de las BSR fue detectada por el ennegrecimiento de los tubos
causado por la formacion de sulfuro ferroso (FeS) al producirse sulfuro durante la
reduccion no asimilativa de sulfato (Lens et al., 1995). El analisis del NMP se llevé acabo a
partir del conteo de tubos positivos (ennegrecimiento) y negativos (sin ennegrecimiento) de
las tres ultimas diluciones seriadas en las que se observaron tubos positivos (Tabla 3.1).
Para la estimacion del NMP solamente se tomaron en cuenta los tubos que fueron positivos,

quedando la combinacién 2-1-1.
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Tabla 3.1 Tubos positivos y negativos de las tres ultimas diluciones seriadas usadas para la

determinacion del NMP.
Dilucion No. De tubos No. De tubos
positivos negativos
1x10 2 1
1x10™M 1 2
1x10" 1 2

Posteriormente con la Ecuacion 3.1 y la Tabla 9221.1V reportada en el método
estandar (APHA, 1998) se determind que en el lodo granular habia 9 X 10° NMP de
BSR/gSSV. La densidad aparente del lodo fue de 1g lodo/mL y el contenido de SSV/g lodo
fue de 0.1g.

10
NMP (Tabla)-————— = NMP /100mL
(Tabla) VoL NMP (Ec.3.1)

Donde:
NMP (Tabla) = Valor obtenido a partir de la combinacion de tubos positivos y la tabla
9221.1V del Standard Methods.
Vol. NMP = Volumen mas grande evaluado en las diluciones seriadas para la
determinacion del NMP.

La determinacion de la actividad metanogénica acetoclastica tuvo por objetivo conocer la
capacidad que tenia el lodo para producir metano a partir de acetato. El resultado de dicha
determinacion indicé que el lodo granular tenia una actividad metanogénica acetoclastica
de 0.15 g DQO-CH4/g SSV-dia. Schmidt y Ahring (1995) reportan actividades
metanogénicas acetoclasticas con valores desde 0.09 a 5.5 g DQO-CH4/g SSV-dia para
varios tipos de lodos que crecieron con diferente sustrato a 30°C. Por lo tanto, la actividad
metanogénica acetoclastica determinada para este trabajo se encuentra dentro del orden de
magnitud de los valores de actividad metanogénica reportados.

Se determinaron dos actividades sulfatorreductoras independientes con lactato,
como fuente de substrato a una relaciéon DQO/SO,4*de 0.67 y a dos valores de pH (6.3 y
5.5). Considerando que, por un lado el lodo granular utilizado para inocular el reactor
UASB estuvo adaptado a lactato y por otro, que el pH necesario en el sistema para

mantener al hierro en solucion, tendria que ser menor a 7 para evitar precipitaciones en
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forma de hidréxido o carbonato. Es por ello que el objetivo de realizar las actividades a un
pH de 6.3 y 5.5 fue conocer si la biomasa era inhibida a pH mas bajo que el 6ptimo
reportado para las BSR que es alrededor de 7 (Widdel, 1988). Cuando la determinacion de
la actividad sulfatorreductora (ASR) se llevéd acabo a un pH de 6.3 la actividad fue de 0.10
g DQO- H,S/g SSV-dia y cuando se llevo acabo a un pH de 5.5 fue de 0.12 g DQO- H,S/g
SSV-dia. La desviacion estandar de estas actividades fue de 0.01, lo cual indic6 que los
valores estaban dentro del error experimental y que el pH no disminuia la actividad.
Tomando en cuenta que la ASR a pH de 5.5 con lactato como donador de electrones
no fue tan diferente a la obtenida a un pH 6.3, se llevo acabo otra prueba de actividad a pH
5.5 y una relacion DQO/SO4> de 0.67, pero usando etanol como sustrato, con la finalidad
seleccionar el sustrato con el que se obtuviera una ASR mayor. El resultado de esta prueba
fue de 0.23 g DQO-H,S/g SSV-dia, de tal forma que con etanol como sustrato se obtuvo
una mayor actividad que con lactato a pH 5.5. Los perfiles de produccion de sulfuro en la
determinacion de las ASR con etanol y lactato se muestran en la Figura 3.1. El célculo de

las ASR de determin¢ a partir de la fase exponencial de las graficas.
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Figura 3.1 Perfil de la produccion de sulfuro por el lodo granular con etanol (A) y lactato
(B) como fuente de sustrato. El pH de ambos experimentos fue de 5.5.

La ASR obtenida con etanol como sustrato a pH de 5.5 es comparable con la
reportada por Visser et al. (1993) para lodo granular de 0.18 g DQO/g SSV-dia determinada
con acetato, propionato y butirato como fuente de carbono y a pH de 7.0.

Una vez establecido el etanol como sustrato se llevaron acabo 5 experimentos de
ASR a concentraciones de 1, 2, 3, 4 y 5 g DQO-etanol/L, a pH 5.5 y una relacion

DQO/SO4* de 0.67, con la finalidad de determinar la concentracion de sustrato a la cual el
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sistema comenzaba a tener una saturacién. Una vez obtenidos los valores de ASR se les

aplicé un ajuste matematico de tipo saturacion basado en la ecuacion de Monod [Ecuacion
3.2].

fo X (Ec. 3.2)
b+ X

Donde:

f = Actividad sulfatorreductora (g DQO-H,S/g SSV-dia)

a = Actividad sulfatorreductora maxima (g DQO-H,S/g SSV-dia)

x = Concentracion de sustrato (g DQO/L)

b = K = Constante de afinidad por sustrato, equivalente a la concentracion de sustrato

dada a la mitad de la actividad sulfatorreductora maxima (g DQO/L)

A partir del ajuste se determind que el valor de actividad sulfatorreductora maxima

fue de 0.79 g DQO-H,S/g SSV-dia y que el valor de K; fue de 4.874 g DQO/L (Figura 3.2).

0.5 ~
0.4
«
T 0.3 A
13
©
5% o2-
j*le)
<g
[a] 0.1 H
R
0.0 o

0 2 4 6
Etanol
(gDQO/L)

Figura 3.2 Ajuste matematico con la ecuacion tipo Monod (f=a-x/(b+x)) de las actividades
sulfatorreductoras obtenidas a partir de diferentes concentraciones de etanol.
Los datos experimentales (e) se ajustaron al modelo con una R* = 0.98. El valor

de a=0.79 (P <0.01) correspondiente a la ASR maxima, y b= 4.87 (P< 0.01)
equivalente a la K.
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3.2 Operacién del reactor UASB y determinacion de parametros
cinéticos

El reactor UASB se oper6 bajo dos regimenes alternadamente, en lote para la
determinacion de las cinéticas y en continuo entre cada uno de los lotes. La operacion del
reactor en lote se llevd acabo en 3 etapas: en la etapa I se determinaron la velocidad
maxima de utilizacion de sustrato, Qmax, ¥ la constante de afinidad por sustrato, K (cinéticas
con etanol); en la etapa II se hicieron pruebas de inhibicion con sulfuro para determinar la
constante de inhibicidn, K| (cinéticas con sulfuro) y en la etapa III la adicion de diferentes
concentraciones de hierro permitié6 determinar la constante de inhibicion aparente por
hierro, K| app de Fe™ (cinéticas con hierro). Antes y entre los experimentos individuales
llevados acabo en lote, el reactor UASB fue operado en flujo continuo como se describi6 en
la seccion 2.2.4 a una carga orgéanica volumétrica (COV) constante de 2.4 g DQO/L-dia con
el objetivo de mantener la biomasa en estado pseudo-estacionario para los experimentos en
lote. Los resultados indicaron que la remocion de DQO fue aumentado desde 80% hasta
mas de 95% de la etapa | a la etapa I1I durante la operacion en continuo (Figura 3.3 A).

Por otro lado, la concentracion de sulfuro total producido fue oscilatoria para todas
las etapas de operacion del reactor, aunque al final de la operacion de la etapa Il y en la
etapa III se pudo observar que las oscilaciones no eran tan pronunciadas como en la etapa I.
Lo anterior pudo deberse a que en la etapa I la concentracion de DQO fue variable para
cada lote; sin embargo, para la etapa Il y III la concentracion de DQO fue estable en cada
lote realizado.

El pH promedio del efluente fue de 7, observandose un pH estable para todas las
etapas (Figura 3.3 B). El monitoreo del reactor en continuo indicé que el sistema no sufrid
disturbios entre lote y lote, lo cual mostré que la biomasa tuvo un comportamiento estable

durante toda la operacion del reactor UASB.
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Figura 3.3 Desempeiio del reactor UASB operado en flujo continuo y en estado pseudo-
estacionario, entre las etapas en lote. A. Porcentaje de remocion de DQO (¢) y
velocidad de carga organica volumétrica (COV) impuesta (-). B. Concentracion
de sulfuro total en el efluente (A ) y pH en el efluente (o).
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3.2.1 Determinacién de parametros cinéticos en el reactor UASB operado en lote

3.21.1  Etapa I: Cinéticas con etanol

Para conocer las constantes cinéticas de velocidad maxima de utilizacion de sustrato (Qmax)
y de afinidad por sustrato (Ks), fue necesario realizar cinéticas independientes con etanol a
las siguientes concentraciones: 0.26, 0.37, 0.55, 0.59, 0.69, 0.72, 0.8, 0.92, 0.96, 1.6, 2.8 g
DQO-etanol/L, siguiendo la metodologia descrita en la seccion 2.2.4.1. Para cada una de las
cinéticas, se genero una grafica del perfil de consumo de DQO con respecto al tiempo como
se observa en la Figura 3.4. Cabe destacar que, la mayoria de las cinéticas tuvieron un
tiempo de duracion entre 3 y 6 horas. Sin embargo, para la cinética de 2.8 g DQO-etanol/L
se observé un tiempo de duracién mas prolongado (15 horas), esto pudo deberse a que, con
dicha concentracion de sustrato el sistema alcanzé una fase estacionaria donde la velocidad
de consumo no dependia de la concentracion y por tanto, el consumo de DQO no superd el

90-95% que se obtuvo a concentraciones menores de etanol.

3,

R
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o

1.2 - \ \
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Sustrato (g DQO-Etanol/L)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (horas)

Figura 3.4 Cinéticas del consumo de DQO con respecto al tiempo con etanol como sustrato
(g DQO-etanol/L): 0.26 (M), 0.37 (1), 0.55 (e), 0.59 (©), 0.69 (-), 0.72 (0), 0.80
(#),0.92 (A),0.96 (A), 1.62 (*)y 2.8 (+).
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En estos experimentos también se determind el pH y la alcalinidad al inicio y al final de
cada cinética. El valor de pH al que se iniciaban los lotes fue en promedio de 6.6 + 0.05 y el
valor final fue de 6.9 + 0.12 (Figura 3.5 A). En el caso de la alcalinidad, al inicio de cada
lote fue en promedio de 200 £+ 117 mg CaCOs/L debido a que no se tenian valores estables;
sin embargo, al final de cada lote la alcalinidad fue mas estable ya que tuvo un valor

promedio de 550 + 50 mg CaCOs/L (Figura 3.5 B).
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Figura 3.5 Comportamiento del pH (A) y alcalinidad de bicarbonato (B) al inicio (A) y
final (A) de cada una de las cinéticas independientes con etanol.

A partir de los perfiles de consumo de DQO se calcul6 la velocidad de consumo de
sustrato (Q), determinando la pendiente de la grafica y dividiéndola entre los SSV
contenidos en el reactor. De las velocidades obtenidas se pudo observar que a
concentraciones de etanol entre 0.7 y 1.62 g DQO/L la q fue en promedio de 0.24 = 0.02 g
DQO/g SSV-dia y cuando la concentracion de sustrato fue de 2.81 g DQO/L, el valor de ¢
disminuy6 a 0.20 g DQO/g SSV-dia. Mientras que a concentraciones de etanol entre 0.26 y
0.7g DQO/L la q promedio fue de 0.17 + 0.05.
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Los datos de q se ajustaron al mismo modelo matematico que se usé en las pruebas
de actividad [Ecuacion 3.2] y se obtuvo un ajuste con una R? de 0.74 (Figura 3.6). Con
dicho ajuste se encontrd para (max un valor de 0.25 g DQO/g SSV-dia y para K de 0.18 g
DQO/L equivalente a 86.2 mg/L de etanol.

0.15 A

0.10 A

de sustrato, q
(g DQO/gSSV-dia)

Velocidad de utilizaciéon

0 1 2 3
Etanol
(g DQOIL)

Figura 3.6 Modelacion matematica con la ecuacion tipo Monod (f=a-x/(b+x)) de las
cinéticas con etanol llevadas acabo en el reactor UASB operado en lote.
Valores experimentales (). El valor de a = 0.25g DQO/g SSV-dia (P<0.0001)
correspondiente a la Qmax, y b = 0.18 g DQO/L (P > 0.05) equivalente a la K.

3.2.1.2  Etapa ll: Cinéticas con sulfuro

Para obtener las constantes de inhibicion por sulfuro (K;) para sulfuro total y sulfuro no
disociado, se realizaron cinéticas independientes usando sulfuro como agente inhibidor a
las siguientes concentraciones: 152, 255, 384, y 424 mg S*/L. Los perfiles de consumo de
DQO para cada una de las concentraciones se muestran en la Figura 3.7, donde se puede
observar que los perfiles de las Figuras 3.7 A, B y C son muy similares en cuanto al tiempo
de duracion (4-6 horas). Sin embargo, en la Figura 3.7 D se observa que el perfil de
consumo de DQO fue mucho mas prolongado que en las anteriores, debido a que a la
concentracién de 424 mg S*/L existi6 una disminucion en la velocidad de utilizacion de

sustrato, provocando que el consumo de DQO se prolongara a un tiempo mayor de 9 horas.
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Figura 3.7 Perfiles de consumo de etanol con respecto al tiempo con sulfuro como
inhibidor, para 152 mg S*/L (A), 255 mg S*/L (B), 384 mg S*/L (C) y 424
mg S*/L (D).

En estos experimentos también se determiné el pH y la alcalinidad al inicio y al
final de cada lote (Figura 3.8). El valor del pH al que iniciaron todos los lotes fue en
promedio 6.2 = 0.05 y el valor final fue de 6.5 + 0.12. En el caso de la alcalinidad al inicio
de cada lote se tenian valores de 175 £ 50 mg CaCOs/L en promedio y al final de los
experimentos la alcalinidad promedio aument6 a 525 + 28.8 mg CaCOs/L, conservando
valores de alcalinidad mas estables que al inicio de cada lote. La comparacién de los
resultados de pH y alcalinidad al inicio y al final de estos experimentos con respecto a los

obtenidos en las cinéticas con etanol indicaron que, el valor del pH disminuy6 para los
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experimentos con sulfuro, que al inicio fue de 6.6 = 0.05 a 6.2 = 0.05 y al final de 6.9 +
0.12 a 6.6 + 0.12 para las cinéticas de etanol y sulfuro respectivamente. Sin embargo, la
alcalinidad promedio al final de ambas cinéticas tuvo valores similares de 525 + 28.8 y 550

+ 50 mg CaCOs/L para cinéticas de sulfuro y etanol respectivamente.
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Figura 3.8 Comportamiento del pH (A) y alcalinidad de bicarbonato (B) al inicio (A) y
final (A) de cada una de las cinéticas independientes de sulfuro.

A partir de los perfiles de consumo de DQO se calcul6 la velocidad de consumo de
sustrato () al determinar la pendiente con la fase exponencial de la grafica y dividirla entre
los SSV contenidos en el reactor. Ademas, para cada cinética evaluada, se determind la
concentracion de sulfuro no disociado (H,S) aplicando la ecuacién de Van't Hoff [Ecuacion
3.3] en donde pKa, es igual a —log Ka; y tiene un valor de 6.97 (Kaksonen et al., 2004) y

ST representa la concentracion de sulfuro total.

ST
H,S = i1 e (Ec. 3.3)

El pH que se consider6 para hacer los célculos fue el pH promedio entre el inicio y
el final de cada cinética. La determinaciéon del sulfuro no disociado es un calculo
importante ya que es la forma de sulfuro reportada como la mas inhibitoria para bacterias

sulfatorreductoras (Okabe et al., 1994; Utgikar et al., 2001; Kaksonen et al., 2004; Greben
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et al., 2005). Por lo tanto, su determinacion contribuye a conocer que parte del sulfuro total
corresponde a esta especie y permite separar el efecto inhibitorio de ambas especies (ST y
H;,S) a partir de sus constantes de inhibicion (K;).

En la Tabla 3.2 se muestran los valores de sulfuro total, velocidad de utilizacion de
sustrato () y el porcentaje de inhibicion que causan las concentraciones de sulfuro sobre la
velocidad de utilizacion de sustrato. Se observd que a concentraciones de sulfuro total
menores o iguales a 328 mg/L el porcentaje de inhibicion de la velocidad de utilizacion de
sustrato fue de 20-24%, pero a una concentracion de 424 mg ST/L el porcentaje de
inhibicion aument6 a 60%.

Las velocidades de utilizacion de sustrato disminuyeron de 0.25 g DQO /g SSV-dia,
que es el valor de la prueba control sin sulfuro (obtenida de las cinéticas con etanol), hasta
0.1 g DQO /g SSV-dia para el ensayo en el que la concentracion de ST fue de 424 mg/L.
Tabla 3.2 Concentraciones de sulfuro total (ST), sulfuro no disociado (H,S), velocidad

maxima de utilizacion de sustrato (q), porcentaje de inhibicion del sulfuro sobre
la velocidad de utilizacion de sustrato.

Sulfuro total ~ Sulfuro no disociado Qmax % de
(mg ST/L) (mg H,S/L) (g DQO /g SSV-dia) inhibicion
0 0 0.25 0
152 135 0.19 24
255 212 0.20 20
328 283 0.19 24
424 339 0.10 60

Posteriormente, las concentraciones de sulfuro (ST y H,S) y las velocidades de
utilizaciéon de sustrato  determinados para cada cinética (Tabla 3.2) se ajustaron por
minimos cuadrados a la ecuacion de inhibicion no competitiva [Ecuacion 3.4] reportada por

Kaksonen et al. (2004).

max )
q= : (Ec.3.4)
(Kq +S)[1+j

Donde:
q = Velocidad de utilizacion de sustrato (g DQO/g SSV-dia)
g max = Velocidad maxima de utilizacion de sustrato (g DQO/g SSV-dia)
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S = Concentracion de sustrato dado a la Qmax (g DQO/L)
K= Constante de afinidad por sustrato (g DQO/L)

I = Concentracion del inhibidor (mg/L)

K; = Constante de inhibicion (mg/L)

El ajuste matematico determiné el valor de la constante de inhibicién por sulfuro
para cada especie (H,S y ST). Para el sulfuro total la K, fue de 240 mg/L y para el sulfuro
no disociado fue de 199 mg/L, lo cual indica que el 83% del sulfuro presente en el sistema
estaba en forma no disociada (H,S) ya que el pH al que se realizaron los experimentos fue
menor a 7.

La inhibicion por H,S también se puede describir mediante el valor de la
concentracion inhibitoria (Clsp) que causa la reduccion del 50% de la velocidad de
utilizacion de sustrato maxima en la prueba sin sulfuro o control (Qmax). En la Figura 3.9 se
puede observar que uniendo los puntos se obtiene un valor de 1Cso de 325 mg H,S/L y
haciendo una regresion lineal se encuentra un valor de 360 mg H,S/L, pues a estas
concentraciones fue donde la velocidad de utilizacion de sustrato se redujo a la mitad con

respecto a la (max obtenida en la prueba sin sulfuro.
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Figura 3.9 Reduccién de la velocidad de utilizacion de sustrato (() con el incremento de la
concentracion de sulfuro no disociado (H,S). Las lineas punteadas indican la
concentracion de H,S que provoca la reduccion del 50% de la velocidad de
utilizacion de sustrato (1Csp).
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3.2.1.3  Etapa lll: Cinéticas con hierro

Para determinar la constante de inhibicién aparente por hierro (K| a5 de Fe™), se
evaluaron cinco concentraciones de hierro (Fe™) disuelto, adicionadas en un pulso en
forma de FeCl,-4H,0: 4.7, 7.4, 8.1, 8.5 mM. Una parte del hierro adicionado en el pulso se
precipitd con el sulfuro existente en el reactor, por lo que las concentraciones de hierro
residual inicial fueron de 3.5, 6.2, 7.6 y 8.1 mM (Tabla 3.3). El pH del reactor fue
aproximadamente 5 después de agregar el pulso que contenia el hierro y los nutrientes a un
pH de 2.5, de esta forma el hierro se mantuvo en soluciéon como Fe*” (ver seccién 2.13).
Los perfiles de consumo de sustrato, hierro residual, pH y produccion de sulfuro total se
muestran para cada una de las concentraciones de hierro evaluadas en la Figura 3.10. Se
puede observar que cuando el hierro adicionado fue de 3.5mM se obtuvieron los valores de
pH y sulfuro total mas altos, que fueron 6.4 y 8.14 X 10~ M, respectivamente. Ademas, a
partir del pH de cada uno de los puntos de las cinéticas y la relacion molar entre los
protones y el HCO3™ de la Ecuacion 3.5, se pudo conocer la concentracion de carbono
maxima que se encontraria en el sistema, y que representa las especies de carbono (CO,y
HCOs5") que eventualmente podrian precipitar el hierro como FeCOs, dicha concentracion

fue de 3.82 X 10° M de C.

Fe™ +CO,(g)+H,S + H,0 — FeS + HCO; +3H" (Ec. 3.5)

Posteriormente, con las concentraciones de hierro adicionado al reactor (8.5 X 10 ~
M), sulfuro total producido (8.1 X10™ M) y carbono calculado (3.8 X10 ° M) se gener6 un

diagrama de Pourbaix que se muestra en la Figura 3.11.
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Figura 3.10 Perfiles de concentracion de hierro (Fe*") residual (#), sulfuro total (¢), DQO

(A), y pH (A) para las siguientes concentraciones de hierro (mM): Ay B 3.51;
CyD6.26;EyF7.65,GyHS&.12.
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Figura 3.11 Diagrama de potencial redox (Eh) contra pH para un sistema Fe C-S-H,0. Las
fases solidas son Fe(OH);, y Fe(S). La fase solida de FeCO; no fue
significativa.

Las lineas punteadas gruesas que se observan en la Figura 3.11 indicaron que, bajo las
condiciones de pH minimo y méximo alcanzado (4.9 y 6.4), y potencial redox de -0.18V en
el sistema, se pudo trabajar en una zona donde el hierro (Fe™) adicionado al reactor
solamente se precipitd con sulfuro en forma de FeS, ya que segun el diagrama la
concentracion de carbono no fue significativa para formar especies con el hierro. Es por
esto que en el diagrama de Pourbaix no se observa la especie FeCOs. De igual forma, el
hierro no pudo haber precipitado como Fe(OH)s, ya que el potencial redox tendria que ser
cercano a 0.8. La formacion de FeS es la especie precipitada més favorable, ya que en el
tratamiento biologico de efluentes con metales disueltos los sulfuros metalicos son los
productos mas deseables, debido a su facilidad de eliminarlos del sistema por presentar baja

solubilidad (Kaksonen et al., 2003a).
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Para conocer la concentracion de hierro que se precipitd como FeS en el tiempo
cero de cada una de las cinéticas, se determind la diferencia entre el hierro disuelto
adicionado en el pulso y el hierro inicial en soluciéon después de 5 minutos de recircular el
liquido dentro del reactor (tiempo minimo para mezclar el contenido del pulso en el reactor,
determinado con azul de metileno como trazador). Con esos datos, se construyo la Tabla
3.3 que proporciona también informacioén de la concentracion de sulfuro existente en el
reactor antes de la adicion del pulso, asi como del sulfuro y hierro residual después de la
adicion del pulso (tiempo cero), para cada una de las cinéticas realizadas. También se

muestra el hierro residual final y el porcentaje de remocién de hierro como FeS.

Tabla 3.3 Concentraciones en el reactor de sulfuro antes del pulso e inicial al tiempo 0;
hierro adicionado, inicial en solucion, precipitado como FeS y residual final;
porcentaje de remocion de hierro.

Hierro

Sulfuro Hierro Hierro - Hierro  Porcentaje
Sulfuro S . L precipitado .
inicial en  adicionado inicial en residual de
en el reactor . . como FeS . L
(MM) tiempoO  enel pulso solucién inicial final remocion
(mM) (mM) (mM) (mM) (mM) (%) de Fe
3.8 0.8 4.0 35 12 0.1 96
7.7 0.5 7.4 6.2 1.1 1.0 85
2.9 0 8.1 7.6 0.4 1.8 78
3.8 0.5 8.5 8.1 0.3 1.0 87.21

A partir de los perfiles de consumo de DQO (Figura 3.10), se calcul6 la velocidad
de consumo de sustrato (q), al determinar la pendiente de la parte exponencial de la grafica
y dividirla entre los SSV contenidos en el reactor. Para las concentraciones de hierro inicial
en solucion de 3.1, 5.5, 6.6 y 7.0 mmol los valores de g determinados fueron de 0.44, 0.40,
0.35y 0.19 g DQO/g SSV-dia respectivamente (Tabla 3.4).

Por otro lado, se determindé un balance de DQO consumido sélo por
sulfatorreduccion, con la produccion de sulfuro que fue estimada tedricamente, a partir de
los perfiles de sulfuro total, de sulfuro en equilibrio con la fase gas calculado por la ley de
Henry y del sulfuro necesario para precipitar el hierro residual. Para calcular dicho balance

también se utilizd la Ecuacion 3.6.
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CH,CH,OH +%SO§ +%H+ — 2CO, +%HS +%HZS +3H,0 (Ec. 3.6)

La equivalencia tedrica que se utilizé para convertir el etanol a DQO fue de 0.48 g

de etanol por gramo de DQO (Ecuacion 3.7).

4C,H,0+120, —>8CO, +12H,0 (Ec.3.7)

El perfil de DQO calculado en base al sulfuro tedrico, indic6 que, durante las
primeras horas transcurridas (2 6 3), la pendiente fue muy similar a la del perfil de DQO
experimental, por lo que se asumié que, en ese intervalo de tiempo, la mayor parte de la
DQO fue utilizada por el proceso de sulfatorreduccion.

Por otro lado, para tratar de encontrar una correlacion en la disminucion de los
valores de la velocidad de utilizacion de sustrato para cada una de las cinéticas
experimentadas (Tabla 3.4), se efectué un balance de sulfuro tedrico maximo producido
para cada cinética, tomando en consideracion que todo el sulfato adicionado
estequiométricamente (DQO/SO”; = 0.66 > 1.5 g SO*4) se empled para oxidar 1 g
DQOV/L, y fue reducido a sulfuro. Los resultados del balance indicaron que en todas las
cinéticas se producirian 15.78 mM de sulfuro total mas la concentracién de sulfuro inicial
en el tiempo cero. Para el calculo se tomo en consideracion solamente la parte de sulfuro no
disociado (debido a que mas del 90% del sulfuro presente en las cinéticas estaba en forma
de H,S) a partir del pH final de cada una de las cinéticas. Asi como también, se calculd la
concentracion de H,S tedrico residual en solucion, considerando que todo el hierro inicial

en solucidn, fue precipitado con el H,S tedérico maximo en solucion (Tabla 3.4).
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Tabla 3.4 Hierro inicial en solucion, sulfuro no disociado tedrico maximo y residual en
solucion y sulfuro no disociado experimental; velocidades de utilizacion de
sustrato () y velocidad maxima de utilizacion de sustrato en la prueba control
sin hierro (0.25 g DQO/g SSV-dia).

Sulfuro no disociado

Hierro in_igial Sulfu_ro no,di_sociado te6rico residual en Sulf_uro no diso_ciado q

en solucion tedrico maximo en - experimental residual en (g DQO/g
(mmol) solucién (mmol) ¥ (S&Irl;%;;rl solucién (mmol) SSV-dia)

0 0 0 0 0.25

3.1 13.9 10.8 4.1 0.44

5.5 14.0 8.5 5.1 0.40

6.6 132 6.6 2.8 0.35

7.0 13.7 6.7 2.1 0.19

¥: Considerando que todo el sulfato se reduce a sulfuro.
*: Considerando que todo el hierro inicial en solucidn, se precipita con el sulfuro tebrico maximo en solucion.

Posteriormente, con las concentraciones de hierro inicial en solucion y los valores
de g que fueron determinados a partir de los perfiles de DQO experimental (Tablas 3.3 y
3.4 respectivamente), se determind el valor de la concentracion inhibitoria aparente del
hierro (Clsg app), que causa la reduccion del 50% de la velocidad de utilizacion de sustrato
maxima obtenida a la concentracion minima de hierro inicial en solucion (3.5mM). En la
Figura 3.12 se indica el valor de Clsg app que fue de 8 mM. El valor de q de 0.25 g DQO/g

SSV-dia corresponde a la prueba control sin la adicion de hierro.

0.5 -
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15 -
0.1 -
0.05 -
0 T T T

0 2 4 6

Hierro (mM)

Figura 3.12 Valor de q para la prueba control (0.25 g DQO/g SSV-dia) y perfil de la
velocidad de utilizacion de sustrato (() con el incremento de la concentracion
de hierro inicial en solucién. Las lineas punteadas indican la concentracion de
hierro que provoca la reduccion del 50% de la velocidad de utilizacion de
sustrato maxima (1Csg app).

q
(g DQO/g SSV-dia)

10
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Finalmente, se determind una constante de inhibicion aparente por hierro, K app, a
partir de las concentraciones de hierro residual en solucion y las velocidades de utilizacion
de sustrato (Tablas 3.3 y 3.4) ajustadas por minimos cuadrados a la Ecuacion 3.4. El valor

de la constante de inhibicion aparente por hierro fue de 10.28 mM.
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4. Discusion

4.1 Reactor en continuo

El reactor UASB fue operado en continuo y en estado pseudo-estacionario por un periodo
de 151 dias. En la Figura 3.3 se puede observar que el reactor tuvo un comportamiento
estable, por lo que se puede concluir que los experimentos que se realizaron en lote no
afectaron la eficiencia de remocion de DQO, pues en la primera etapa ésta fue de 80% y en
las etapas II y III se alcanzo, en promedio, 95% de eficiencia. Lo anterior indicd una
adaptacion favorable del lodo granular al etanol como fuente de carbono. Este
comportamiento estable en la remocion de DQO pudo deberse también a que la carga
organica volumétrica se mantuvo con un valor constante de 2.4 g DQO/L-dia en las tres
etapas de experimentacion. De tal forma que, el reactor UASB resultd ser robusto a los
disturbios en su operacidon, ya que la realizacion de las pruebas en lote no afectaron su
desempefio en continuo.

Durante toda la operacion del reactor en continuo, el afluente fue alimentado a un
pH de 5 y el seguimiento del pH promedio en el efluente proporciond un valor de 7, este
aumento se debid a la produccion de CO;, y H,S durante la oxidacién sulfidogénica del
etanol como donador de electrones.

Con respecto al seguimiento del sulfuro total en el efluente se observd que durante
las tres etapas de experimentacion la concentracion de sulfuro total fue oscilatoria (Figura
3.3 B). Patrones de oscilacion de sulfuro en el efluente también fueron reportados en un
reactor hibrido anaerobio a escala laboratorio operado con una mezcla de propionato:
butirato: etanol (1:1:1) a pH de 8. Dichas oscilaciones se debian a que las BSR eran
reversiblemente inhibidas a ciertas concentraciones de sulfuro producido en el reactor,
principalmente en forma de H,S, afectando la eficiencia de remocion de DQO (O Flaherty
y Colleran, 1999). Los patrones de oscilacion de sulfuro fueron similares a los reportados
por Vavilin et al. (1994) quienes usan un modelo de digestion anaerobia para estudiar
fenémenos de inhibicion en consorcios anaerobios; dichos autores indicaron que la
inhibicion por sulfuro estaba correlacionada con la oscilacion en el pH. En este estudio no

es posible atribuir las oscilaciones de sulfuro a su efecto inhibitorio sobre las BSR, como lo
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indicaron los autores mencionados, debido a que el comportamiento de la remocion de la
DQO alcanzé eficiencias del 95%.

Por lo tanto, es posible que las oscilaciones observadas estén relacionadas, por un
lado, a las variaciones de la concentracion de etanol, sulfuro y hierro que se utilizaron para
cada etapa. Por otro lado, también podrian estar asociadas con las pequefias variaciones en
el pH (Figura 3.3B), debido principalmente a que como el primer valor del pK, del sulfuro
de hidrogeno es alrededor de 7, pequenas variaciones en el intervalo de pH de 6-8 pueden
afectar significativamente la concentracion del sulfuro en forma no disociada, H,S (Visser,
1995). Asimismo, debido a que el equilibrio entre H,S en solucion y el H,S en la fase gas
es gobernado por la Ley de Henry, el H,S que se escapa a fase gas por el biogas producido,
puede disminuir significativamente la concentracion de H,S en la fase liquida (Lens et al.,

1998).
4.2 Etapa I: Cinéticas con etanol

Los resultados de las cinéticas con etanol a diferentes concentraciones (Figura 3.4),
llevadas acabo en la primera etapa de experimentacion del reactor UASB operado en lote,
indicaron que conforme se fue aumentando la concentracién de etanol se obtuvo una
velocidad de utilizacion de sustrato (q) cada vez mayor, puesto que el valor de la pendiente
obtenida al graficar el consumo de DQO contra tiempo fue en aumento hasta obtener
valores de q en promedio de 0.24 = 0.02 g DQO/g SSV-dia. Sin embargo, a la
concentracion de 2.8 g DQO/L se observd que el sistema habia alcanzado una fase
estacionaria, donde la velocidad ya no dependia de la concentracion de sustrato (Figura
3.4). No se evaluaron concentraciones mas altas de etanol porque los resultados obtenidos
en botellas serologicas indicaron que a las concentraciones mayores a 3 g DQO-etanol/L ya
se estaba trabajando en la fase estacionaria (Figura. 3.2).

El ajuste matematico tipo Monod para todos los valores de ( obtenidos a diferentes
concentraciones de etanol (Figura 3.6), determin6 que el valor de Qmax fue de 0.25 g DQO/g
SSV-dia y el valor de la constante de afinidad, K, fue de 0.18 g DQO/L equivalente a 86.2
mg/L de etanol. Por otro lado, Nagpal et al. (2000) utilizaron etanol como sustrato para un
cultivo sulfatorreductor enriquecido en lote y en botellas seroldgicas determinando un valor

de Ks con etanol de 200 mg/L; al comparar su valor con el de 86.2 mg/L de etanol obtenido
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en este trabajo, se observa una mayor afinidad al etanol, esto puede ser debido a que los
autores tenian un cultivo de BSR solamente y en el presente trabajo se tenia un consorcio
en donde no solo las BSR podian consumir el etanol y, por lo tanto, al estar en
competencia, la Ky disminuye. Por su parte, O Flaherty et al. (1998) encontraron una K de
30 mg/L para las BSR de un lodo granular adaptado a sulfato y etanol como sustrato, la
comparacion de las Ks indic6 que el lodo granular del trabajo de O’Flaherty tuvo mas
afinidad al etanol que las BSR que se encontraban en el lodo granular utilizado como
inoculo para el presente trabajo y las BSR reportadas por Nagpal et al. (2000).

Es necesario decir que es posible ajustar los datos experimentales a otro tipo de
modelos matematicos en donde se incluyan los fenomenos de transporte, debido a que en el
lodo granular hay dos caracteristicas importantes, las fisicoquimicas (tamafio del lodo
granular y el coeficiente de difusion efectivo) y las bioldgicas (velocidad de utilizacion de
sustrato maxima) (Omil et al., 1998). Los resultados de este trabajo se ajustaron al modelo
de Monod que es para sistemas homogéneos, atin cuando el presente trabajo fue realizado
en un sistema heterogéneo. Sin embargo, el ajuste matematico utilizado para determinar
Omax Y Ks a partir de la ecuacion de Monod es valido, pues generalmente este es el modelo
mas utilizado para describir el comportamiento de los microorganismos bajo condiciones
anaerobias. Ejemplo de ello es el trabajo realizado por Gonzalez-Gil et al. (2001), que
estudiaron la cinética y fenomenos de transporte en lodo granular usando el modelo de
Monod, y encontraron que las limitaciones en el transporte de masa externo no son
importantes bajo las condiciones normalmente encontradas en reactores anaerobios
operados a velocidades ascensionales de 1 m/h. Por otro lado, Nagpal et al. (2000)
desarrollaron un modelo de estudio basado en la ecuacion de Monod, debido a que
consideraron el crecimiento de BSR en etanol y simularon variaciones de pH asociadas a
las reacciones de formacion de producto. Asimismo, Omil et al. (1998) estudiaron la
competencia a largo plazo entre bacterias sulfatorreductoras y microorganismos
metanogénicos afines al acetato, durante un tratamiento de AGV en un reactor UASB
inoculado con lodo granular. Dichos autores usaron los parametros cinéticos de Monod
para investigar los resultados de la competencia, encontrando que las BSR predominarian
sobre las metanogénicas después de 200 dias con AGV y después de 400 dias con acetato

como sustrato.
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4.3 Etapa ll: Cinéticas con sulfuro

El objetivo de esta etapa fue cuantificar el efecto inhibitorio del sulfuro sobre la velocidad
maxima de utilizacion de sustrato (Qmax). En la Tabla 3.2, se puede observar que el valor de
Omax s€ va reduciendo en funcion del aumento en la concentracidon de sulfuro, indicando que
a 424 mg ST/L y 339 mg H,S/L se provoca una inhibicion del 60% sobre la Qmax. En la
literatura se reporta que la toxicidad del sulfuro es dependiente del equilibrio quimico y éste
a su vez del pH que tiene el medio, ya que el sulfuro no disociado (H,S) es conocido como
la forma de sulfuro mas toxica debido a que puede pasar de la membrana celular lipidica al
citoplasma (Okabe et al., 1994; Utgikar et al., 2001; Kaksonen et al., 2004; Greben et al.,
2005).

En este estudio el pH promedio inicial y final de todas las cinéticas estuvo en 6.2 y
6.5, respectivamente (Figura 3.9). En estos valores de pH la fraccion de sulfuro no
disociado es de 85%. Por lo tanto, se puede decir que la actividad bacteriana fue afectada
negativamente debido a la presencia de H,S, lo que se reflejé en la reduccion de la Qmax.
Los valores de K, para ST y H,S de este trabajo fueron de 240 y 199 mgS*/L
respectivamente, estas concentraciones no son muy diferentes debido principalmente a que
85% del sulfuro total que se cuantific era H,S.

Por otro lado, los valores obtenidos de K; de ST y H,S en un reactor de lecho
fluidificado, con una biopelicula y etanol como sustrato fueron de 248 y 84 mg S*/L
(Kaksonen et al. 2004). En el presente trabajo se determinoé una K; de ST con un valor de
240 mg S*/L, la cual es comparable con la obtenida por Kaksonen. Sin embargo, no fueron
comparables los valores de las K; de H,S de ambos trabajos, debido al efecto que tiene el
pH sobre el equilibrio del sulfuro de hidrogeno no disociado. En el presente trabajo, el pH
fue entre 6.2 - 6.5, en donde la forma de sulfuro no disociado corresponde al 85% y, por
otro lado, el pH utilizado por Kaksonen fue de 6.9-7.3 en donde el sulfuro no disociado
corresponde al 50-55% del sulfuro total.

En la literatura se reporta que el efecto toxico del sulfuro depende de las especies
bacterianas presentes (O Flaherty et al., 1998, Maillacheruvu y Parkin, 1996), asi como de

la forma de la biomasa y del pH, ya que a pH mayor a 7 la inhibicién por sulfuro en lodo
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granular es causada por la concentracion de ST y en lodo suspendido la toxicidad es
determinada por la concentracion de H,S (Visser et al., 1996).

El valor de la constante de inhibicion para sulfuro total de 240 mg S*/L concuerda
con la investigacion realizada por Okabe et al. (1995), para un cultivo en lote de
Desulfovibrio desulfuricans y lactato como donador de electrones, quienes obtuvieron una
Ki; ST de 251 mg S%/L sobre la velocidad especifica maxima de crecimiento (Umax). Estas
coincidencias en los valores de K; ST pueden estar relacionados con el hecho de que las
BSR del género Desulfovibrio sp estan presentes con gran frecuencia en la composicion
microbiana de granulos encontrados en reactores anaerobios (Schmidt y Ahring, 1995) vy,
por lo tanto, es posible que dentro del lodo granular utilizado como inéculo para este
trabajo haya existido una poblacion considerable de dichas BSR.

Por otro lado, Visser et al. (1996) reportan el efecto toxico del sulfuro en lodo
granular a un intervalo de pH de 7 a 9, en donde observan que las BSR fueron inhibidas por
la concentracion de ST. Sin embargo, en esta investigacion se trabajé en un intervalo de pH
mas bajo (6.2-6.5) que el reportado por Visser y se observo que el efecto inhibitorio fue
causado por el sulfuro en forma de H»S, lo cual puede indicar la gran importancia que tiene
el pH sobre las especies de sulfuro, ya que en el pH reportado por Visser, la mayor parte del
sulfuro total esta compuesto por sulfuro disociado (HS") que es la especie de sulfuro a la
que las BSR son mas tolerantes (Greben et al., 2005).

O’Flaherty et al. (1998) indican que ambas especies de sulfuro (H,S y ST) pueden
ejercer un efecto inhibitorio sobre los microorganismos debido a que éstos pueden tener dos
umbrales de inhibicion, uno para H,S y otro para ST. También describen que la inhibicién
del sulfuro hacia los microorganismos metanogénicos, sintroéficos y BSR estuvo
relacionada con la concentracion de H,S a valores de pH entre 6.8-7.2 y con la
concentracion de sulfuro total a valores de pH mayores a 7.2, lo cual concuerda con lo
observado en este trabajo, pues a un pH menor a 7.2 (6.4) se encontrd que la forma mas
inhibitoria era el H,S (K; = 199 mg S*/L) y que fue la especie predominante e inhibitoria
para las BSR.

Finalmente, la inhibiciéon del sulfuro no disociado también fue reportada en
términos de la Clsp para la velocidad de utilizacion de sustrato. En la literatura las Clsg de

H,S reportadas para el crecimiento de BSR en distintos tipos de lodos a pH 6.8 y etanol

49



como sustrato fueron de 270 a 303 mg H,S/L (O’Flaherty et al., 1998). Por otro lado,
Visser et al. (1996) reportan un valor para la Clsp de 171 mg H,S/L para la actividad de
utilizacion de sustrato con lodo granular y acetato a un intervalo de pH 7.2-7.4. En el
presente trabajo, la Clsg para la velocidad de utilizacion de sustrato con etanol y pH 6.2-6.5
tuvo un valor mayor al reportado por los autores anteriormente mencionados, 325-360 mg
H,S/L (Figura 3.9), lo cual puede indicar que las BSR del lodo granular utilizado como

indculo en éste trabajo fueron mas tolerantes a concentraciones mayores de H,S.

4.4 Etapa Ill: Cinéticas con Hierro

Los perfiles observados en esta etapa son el resultado de varios procesos que ocurren
simultaineamente dentro del sistema. Por un lado, se tiene el consumo de DQO por los
microorganismos sulfatorreductores, la produccion de sulfuro y su equilibrio liquido-gas vy,
por otro, se tiene la precipitacion del hierro (Fe™) con el sulfuro biogénico.

Las cinéticas de hierro llevadas acabo en el reactor UASB operado en lote
generaron resultados que son apropiados para determinar la constante de inhibicion
aparente por hierro, (K app de Fe™), que fue el objetivo de esta etapa, asi como también
fueron adecuados para relacionar el efecto que tiene el hierro sobre las BSR.

Después de realizar una revision de las reacciones quimicas que se llevan acabo en
sistemas de tratamiento para la neutralizacion de DAM, ya sean alternativos (biorreactores,
humedales) y convencionales (neutralizacion y precipitacion quimica) se encontrd que es
necesaria una mejor comprension de la relacion entre el hierro y las BSR para el empleo
efectivo de este proceso (Kalin et al., 2006).

En la literatura no se encontraron muchos trabajos concernientes al efecto que el
hierro tiene sobre el proceso sulfatorreductor. Tabak et al. (2004) realizaron estudios
respirométricos con BSR hidrogenotrdficas para cuantificar la toxicidad e inhibicion de
metales pesados (Zn, Cu, Fe) a partir de la mediciéon cuantitativa del consumo de
hidrégeno. Dichos autores encontraron que el hierro, como especies férricas o ferrosas, no
fue toxico a concentraciones mayores de 7.16 mM, sin embargo, no explican si existié en

algun grado la inhibicion de las BSR por la presencia de hierro, asi como tampoco reportan
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el pH al cual realizaron sus experimentos, lo cual impide conocer si el trabajo se llevo
acabo en condiciones optimas para tener el hierro en solucion.

En el presente trabajo, las cinéticas de hierro se realizaron con 1 g DQO-etanol/L
que fue la concentracion de sustrato que correspondia a la Qmax de 0.25 g DQO/ g SSV-dia,
obtenida de las cinéticas de etanol (prueba control). A partir de este valor, se esperaba que
los valores de velocidad de utilizacion de sustrato (g) fueran mas bajos, debido a un posible
efecto inhibitorio del hierro sobre la velocidad de utilizacion de sustrato, puesto que
teoricamente se calculd que después de adicionar el pulso y llevarse acabo una
precipitacion inicial de hierro con el sulfuro presente, existiria una concentracion de hierro
inicial en solucion, que probablemente seria inhibitoria (Tabla 3.3). Los resultados de q se
contraponen al valor de la prueba control (Tabla 3.4), pues se observé que habia un
incremento en su valor para la mayoria de los casos, desde 0.25 a 0.44, 0.40 y 035 g
DQO/g SSV-dia, para las concentraciones de hierro inicial en solucion (Fe™) que tienen
valores de 3.5, 6.2 y 7.6 mM, respectivamente (Tabla 3.3). En el tnico caso en el que se
observo una disminucion de g fue a la concentracion de hierro inicial en solucion de 8.1
mM (Tabla 3.3), para la cual se determiné una q de 0.19 g DQO/g SSV-dia.

En la Figura 3.12, se puede observar que cuando no se tenia hierro en el sistema (prueba
control), el valor de q fue de 0.25 g DQO/g SSV-dia, y cuando el hierro inicial en solucién
fue de 3.5 mM, se tuvo un efecto positivo en el valor de g, ya que su valor fue casi del
doble con respecto a la prueba control (0.44 g DQO/g SSV-dia). Sin embargo, conforme se
fue incrementando la concentracién de hierro en solucion, el valor de q disminuyd
gradualmente, aunque es importante destacar que hasta 7.6 mM de hierro en solucion, el
valor de g fue mayor que el de la prueba control. En contraste, cuando existid una
concentracion de 8.1 mM de hierro en el sistema, se observo una disminucion mayor en el
valor de (¢, desde 0.35 a 0.19 g DQO/g SSV-dia. Por lo tanto, de manera general se puede
observar en la Figura 3.12, que existi6 una tendencia de disminucién en los valores de q a
partir de 3.5 mM de hierro en solucion. No es posible asociar dicha disminucion solamente
al hierro presente en el sistema, debido a que también se generd sulfuro como producto
final de la sulfatorreduccion que es un agente inhibitorio. Por lo anterior, se asume que las
velocidades de utilizacion de sustrato fueron reducidas por un posible efecto combinado del

sulfuro y hierro presente.
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Con el objetivo de encontrar una correlacion en la disminucion de las velocidades de
utilizacion de sustrato (q), se construyo la Tabla 3.4. En dicha tabla se puede observar que
si todo el hierro inicial en solucidn reaccionara con el H,S maximo tedrico en solucion, se
tendria una cantidad de H,S tedrico residual en solucion mayor en la primera cinética (3.1
mmol de Fe™), que eventualmente iria disminuyendo conforme se incrementa la cantidad
de hierro inicial en solucién. Asimismo, se indica que en las cinéticas de 6.6 y 7 mmol de
hierro, se tendria casi la misma cantidad de H,S residual en solucién (6.6 y 6.7 mmol), sin
embargo, hubo una disminucion en el valor de g de 0.35 a 0.19 g DQO/g SSV-dia, lo cual
podria asociarse al aumento del hierro inicial en solucidn, ya que tal vez podria haber
provocado un efecto inhibitorio de los microorganismos. No obstante, es necesario decir
que esto es una especulacion tedrica, que solo podria dar una idea de lo que podria haber
pasado. Por lo que la caida en los valores de q para las concentraciones de hierro
experimentadas, podria asociarse a un posible efecto inhibitorio combinado del sulfuro y de
hierro existente en el sistema, ya que los microorganismos presentes en el lodo inoculado
pudieron haber sido afectados por ambos compuestos. Por lo anterior, la Clsg se denomin6
aparente.

Por otro lado, la probable explicacion del aumento en el valor de la velocidad de
utilizacion de sustrato con respecto a la observada en la prueba control es que,
posiblemente, el sistema al cual no se le adicioné hierro (prueba control) sufrié una
inhibicion por producto con el sulfuro generado a partir de la oxidacion de etanol y
reduccion de sulfato. Por lo que, al adicionar hierro en el sistema, se atenud6 el efecto que
tiene el sulfuro sobre la degradacion del sustrato, debido a la precipitacion del sulfuro con
el hierro adicionado formando sulfuro ferroso (FeS). Esta hipotesis se sustenta con lo
reportado por Gupta et al. (1994), quienes estudiaron las interacciones entre la
sulfatorreduccion y la metanogénesis de un cultivo microbiano mixto utilizando acido
acético, metanol y acido formico como sustratos, y encontraron que al adicionar hierro al
sistema se elimind la inhibicion por sulfuro y la operacion del quimiostato fue estable, pues
el hierro precipitd con el sulfuro producido. La adicion de sales de hierro en reactores es
una practica comun para reducir la toxicidad del sulfuro (Hao, 2000), ya que el hierro es el
metal mas comunmente usado para precipitar el sulfuro y mantenerlo a bajas

concentraciones en los reactores anaerobios (Lens et al., 1998).
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Asimismo, Greben et al. (2005) reportan que cuando no hay metales en el sistema la
acumulacion del sulfuro puede provocar una severa inhibicidon del proceso sulfatorreductor,
lo cual permitiria explicar que la presencia del hierro en el sistema efectivamente
disminuy6 la acumulacion del sulfuro. Por lo tanto, es posible decir que debido a la
presencia del hierro disuelto en el sistema se logré una disminucién del efecto toxico del
sulfuro que permitié el aumento en la velocidad de utilizacion de sustrato (q) por los
microorganismos presentes, en comparacion con la prueba control en donde no habia hierro
disuelto en el sistema. Sin embargo, es necesario aclarar que en este trabajo, el hierro en un
inicio provoco la atenuacion del efecto inhibitorio del sulfuro, pero a ciertas
concentraciones, el hierro se volvié inhibitorio. Por lo cual, es posible que el efecto de
hierro haya sido més pronunciado con respecto a la prueba control después de 7.6 mM.

Por otro lado, al comparar la concentracion de sulfuro méxima producida en las
cinéticas con etanol, que fue de aproximadamente 569 mg ST/L, con la concentracion
promedio méaxima de sulfuro para las cinéticas con hierro que fue de 180 mg ST/L, se
puede decir que si pudo existir una inhibicion por el sulfuro producido en ausencia de
hierro. O’Flaherty et al. (1998) estudiaron el efecto del pH en las velocidades de
crecimiento y los umbrales de toxicidad de sulfuro en botellas seroldgicas de una variedad
de grupos bacterianos involucrados en la digestion anaerobia con acetato, propionato,
butirato, etanol y lactato como sustratos y encontraron que a un pH de 6.8 y etanol como
sustrato la Clsp fue de 561 mg ST/L. Con lo anterior se podria fundamentar que
posiblemente si hubo una inhibicion por sulfuro en las cinéticas de etanol, mientras que a la
concentracion maxima promedio de sulfuro (180 mg ST/L) para las concentraciones de
hierro en solucion evaluadas de 3.5 a 7.6mM la inhibicion estaba atenuada (Tabla 3.3). Pero
a la concentracion de 8.1 mM de hierro disuelto dicha atenuacion ya no se observo; no es
posible saber si la disminucion en el valor de g (0.19 g DQO/ g SSV-dia) se debio al efecto
del sulfuro producido, al hierro disuelto o a una combinacion de ambos.

El resultado del modelo de inhibicion no competitivo [Ecuacion 3.4] para la constante
de inhibicion aparente por hierro, K| app de hierro, fue de 10.26 mM de Fe™. En la Tabla 3.3
se puede observar que las concentraciones de hierro evaluadas en el sistema fueron
menores a 10.26 mM, por lo tanto se puede decir que debido a un posible efecto combinado

de sulfuro-hierro, la constante K app de hierro, solamente podria dar una aproximacion al
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valor real. De igual forma, el valor de 8 mM para la Clsg app de la Figura 3.12, proporciona
un valor aproximado del valor de Clsg real para los valores de g, pues como se explico
anteriormente, no es posible separar el efecto provocado por un solo inhibidor (sulfuro o
hierro), debido a que la reduccion de q podria ser debida a un efecto combinado de estos,
para cada una de las concentraciones de hierro evaluadas.

La K| app y la Clsg app por hierro, se calcularon en base a los datos de ¢ obtenidos a partir
del perfil de DQO experimental (Figura 3.10). Cuando se realizaron los balances para
determinar cuanta DQO se utilizd para sulfatorreduccion, se obtuvo que las pendientes
antes de las 2 6 3 horas coincidian con las de la DQO experimental, lo cual indicé que toda
o la mayor parte de la DQO se oxid6 por via sulfatorreduccion. La K app y 1a Clsg app n0 se
calcularon en base a sulfuro porque como se puede observar en la figura 3.10 para la
mayoria de los casos, después de las 2 6 3 horas el perfil de la produccion de sulfuro total
mostraba una caida pronunciada que impidi6 el calculo de una pendiente en donde se
tomaran en cuenta mas puntos.

Para explicar esta caida en la concentracion de sulfuro, se consideraron las posibles
interferencias que la pudieron causar. Una probable interferencia es la que pudo haber
provocado el hierro en la cuantificacion del sulfuro por el método yodométrico, ya que el
Fe™ se pudo haber oxidado a Fe™ por la presencia del yodo y por lo tanto sobre estimar la
concentracion de sulfuro. Otra posibilidad pudo haber sido la pérdida del sulfuro liquido a
la fase gaseosa de acuerdo con la ley de Henry, al tomar en cuenta el aumento en la cabeza
de gas provocada por el muestreo del liquido del reactor; asi como el sulfuro que se utilizé
en la precipitacion con el hierro. Por otro lado, se evaluo la posibilidad de haber formado
otras especies reducidas de azufre como son tiosulfato y sulfito, sin embargo, esta
consideracion se descartd debido a que si se hubieran generado dichas especies, la
concentracion de sulfuro cuantificado por el método yodométrico hubiera dado una
concentracion de sulfuro mayor, debido a que éste método pude cuantificar tiosulfato y
sulfito y por lo tanto no se hubiera visto esa disminucion de sulfuro. También se considerd
la posibilidad de haber producido azufre elemental; sin embargo, ésto se descarté debido a
que se hubiera necesitado una entrada constante de aire y eso no sucedi6 porque el sistema
estaba completamente cerrado y en condiciones reducidas. Waybrant et al. (1998)

trabajaron con barreras reactivas permeables para el tratamiento de los DAM y encontraron
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que en el sistema se forman inicialmente fases carbonatadas de hierro con el CO,
producido, que a su vez controlan la formacion de FeS, debido a que inicialmente el medio
estd ligeramente saturado con respecto a la siderita (FeCO3). Sin embargo, conforme pasa
el tiempo dicha precipitacion tiende a desestabilizarse. Lo anterior podria explicar el hecho
de que hayan existido oscilaciones de sulfuro en solucion, debido a que, es posible que el
sulfuro tienda a precipitar con el hierro, después de que se desestabiliza la fase carbonatada.

Con respecto a las oscilaciones de pH que se observan en la Figura 3.10, estas pueden
estar relacionadas con la ecuacion de precipitacion del hierro con sulfuro [Ecuacion 2.1] ya
que la formacion de FeS libera dos moles de H por cada mol de FeS producido. Por lo
tanto, los protones generados durante la precipitacion tal vez tienden a bajar el pH del
sistema.

Por otro lado, en la Tabla 3.3 se puede observar que las concentracion de hierro (Fe'™)
adicionadas al reactor son mayores que la reportada por Kaksonen et al, (2004) de 1.79
mM, quien obtuvo 100% de la remocion de hierro. En este trabajo se obtuvo la remocion de
96% del hierro en solucién para la concentracion de 4.7 mM y 78-87% para las
concentraciones de 7.4, 8.1 y 8.5 mM.

Una contribucién de la introduccion del i6n ferroso en un sistema sulfatorreductor es
que al formar el precipitado insoluble con el sulfuro (FeS) puede servir como un
amortiguador para reducir la toxicidad causada por la introduccion de metales pesados
toxicos (Rittmann y McCarty, 2001) debido a que los metales pueden realizar una reaccion
de intercambio con el sulfuro ferroso que estd en solucidén al unirse con el sulfuro y
desplazar al hierro acomplejado, atenuando de esta forma la toxicidad de los metales

pesados toxicos (Hao et al., 1994).
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5.  Conclusiones y recomendaciones

Los resultados de la operacion del reactor en continuo indicaron que el sistema no
sufrio disturbios entre lote y lote, ya que presenté un comportamiento estable al alcanzar
eficiencias de remocion mayores a 95% y valores de pH en el efluente alrededor de 7.

El valor de la gmax determinado a partir de las cinéticas de etanol fue la base para
comparar las velocidades de utilizacion de sustrato con la presencia de sulfuro y hierro. El
valor de la Qmax fue de 0.25 g DQO/g SSV-dia y el de Ks de 0.18 g DQO/L (86 mg
etanol/L).

Los resultados de las cinéticas con sulfuro demostraron que el efecto inhibitorio del
sulfuro fue provocado principalmente por el sulfuro no disociado (H,S) ya que el pH
influy6 en la especiacion del sulfuro. La constante de inhibicion (K;) de sulfuro total fue de
240 mg S*/L y el valor de K, para HS fue de 199 mg S*/L.

El hierro favorecio la actividad sulfatorreductora, los resultados de las cinéticas con
hierro demostraron que el efecto inhibitorio del sulfuro se atenud con la presencia del hierro
en solucion, ya que este metal precipitd con el sulfuro biogénico formando FeS. Asimismo,
permitio un aumento en las velocidades de utilizacion de sustrato al compararlas con la
prueba control sin hierro. Sin embargo, se pudo observar una tendencia de disminucion en
los valores de g, que podria estar asociada con un efecto combinado del sulfuro y del hierro
en solucion. La K| app de hierro, fue de 10.26 mM y la Clsg app tuvo un valor de 8 mM. El
pH alcanzado en el sistema durante los experimentos en lote para las cinéticas de hierro
jugo un papel importante ya que permitid tener disponibilidad de hierro en solucién.

Para corroborar que efectivamente se forma un precipitado de hierro con carbonato
y posteriormente al desestabilizarse es cuando se forma el sulfuro de hierro (Waybrant et
al., 1998), se sugiere que cuando se lleven acabo estudios en lote con metales tales como el
hierro, se realice un andlisis de la fase so6lida al inicio y al final de la experimentacion.

A manera de recomendacion se sugiere que cuando se lleven acabo experimentos de
este tipo, el muestreo se realice a intervalos de tiempo mas cortos puesto que de esta forma
se tendrian mas puntos para un mejor céalculo de las velocidades de consumo de sustrato o

de produccion de sulfuro.
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