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RESUMEN

Las tendencias mundiales en energias renovables han sido un acierto en el aprovechamiento de residuos
organicos para la produccion de biogas por digestion anaerobia. Desafortunadamente, se genera sulfuro
de hidrégeno como producto indeseable y que ocasiona un impacto ambiental negativo. Existen métodos
fisicoquimicos que ayudan a la eliminacion de este compuesto, sin embargo, no son factibles
econdmicamente. Como alternativa se encuentran los métodos biolégicos con el uso de microorganismos
oxidantes de azufre que eliminan el sulfuro de hidrégeno. En la huasteca potosina existe “El Taninul”,
una manantial termal sulfuroso cuyas comunidades microbianas no han sido exploradas y que pudieran
beneficiar el drea de las energias renovables. Se aislé una comunidad microbiana del suelo cercano al
manantial termal sulfuroso en medio selectivo ATCC-125 usando como fuente de energia azufre
elemental (10 g/L) con pH inicial de 7.0. Después se realizo una cinética de crecimiento por 45 dias a 28°C
con monitoreo cada tres dias por conteo celular en cimara de Neubauer y mediciéon de SO4%*. Los
resultados se ajustaron con la ecuacion logistica Verhulst-Pearl obteniendo una velocidad de crecimiento
de 0.0064 h™'. Finalmente se evidencio6 la oxidacion del azufre mediante la medicién de la concentracién
de sulfatos a los 45 dias (87.62 + 4.6 mg/L). Futuros estudios son fundamentales para la caracterizacion
de los microorganismos oxidantes de azufre evaluados y su aplicacion en el area de las energias
renovables.

PALABRAS CLAVE: biogas, digestién anaerobia, energias renovables; microorganismos oxidantes
de azufre, modelo logistico

ABSTRACT

Global trends in renewable energy have been a success in the use of organic waste for the production of biogas
by anaerobic digestion. Unfortunately, hydrogen sulfide is generated as an undesirable product, which causes a
negative environmental impact. There are physicochemical methods that help to eliminate this compound,
however they are not economically feasible. As an alternative, there exists biological methods with the use of
sulfur oxidizing microorganisms that eliminate hydrogen sulfide. In the Huasteca Potosina is found "El
Taninul", a source of sulfurous thermal water whose microbial communities have not been explored and that
could benefit the area of renewable energy. It was isolated a microbial community from the soil near the
sulfurous thermal spring in selective medium ATCC-125 using elemental sulfur (10 g/L) as an energy source
with an initial pH of 7.0. Then, a kinetics growth was carried out for 45 days at 28°C and monitored every three
days by cell count in Neubauer chamber and measurement of SO4>. The data were modeled with the Verhulst-
Pearl logistic equation, obtaining a growth rate of 0.0064 h-'. Finally, the oxidation of sulfur was evident through
sulfates concentration measured at 45 days (87.62 + 4.6 mg/L). Future studies are fundamental for the
characterization of the sulfur oxidizing microorganisms evaluated and their application in the area of renewable
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INTRODUCCION

Las actividades industriales son de gran importancia para el desarrollo de las ciudades, pero
en consecuencia generan una problematica ambiental como la generacion de residuos.
Actualmente la agroindustria trabaja para el aprovechamiento de los residuos que generan
durante el procesamiento de las materias primas con la finalidad de reducir el impacto
ambiental. Interesantemente, el principal sustrato utilizado en la produccion de bioenergia es
la biomasa, la cual corresponde a la fraccion de carbono contenida en residuos de la
agricultura, silvicultura, industria lactea y residuos urbanos, por mencionar algunos. Los
procesos bioquimicos son catalizados por enzimas y microorganismos, la biomasa se
transforma en sustratos fermentables dando como resultado biocombustibles como el etanol
y el biogas, asi como otros productos de alto valor agregado (Poggi-Varaldo, 2014).

El biogas es de gran interés y posee gran potencial para ser usado en la generacion de
electricidad, transporte y de uso doméstico; se produce durante la digestion anaerobia de
sustratos organicos, tales como estiércol, lodos de aguas residuales, residuos orgéanicos de
casa, industriales y de agricultura. El biogas es una mezcla de gases metano y dioxido de
carbono, incluyendo sulfuro de hidrogeno (H2S) cercanas al 2%. Este ultimo es necesario
removerlo para obtener un biogas de alta pureza puesto que es indeseable (Wellinger et al.
2013; Hurtado-Hurtado & Salamanca-Carrascal, 2017). La presencia de H»S, ademés de que
ocasiona problemas sensoriales y es toxico, puede corroer concreto y estructuras de acero de
las plantas de biogas, dafiar tuberias y bombas. Ademas, puede incrementar los problemas de
emisiones de SOx y es inhibidor del proceso fermentativo de generacion de biogas.

Una solucion es el uso de métodos biologicos, mediante el magnifico potencial de los
microorganismos, el cual es amigable con el ambiente debido a que no requiere de una
disposicion final (Hurtado-Hurtado & Salamanca-Carrascal, 2017).

En la Huasteca Potosina existen aguas termales azufradas cuyas comunidades microbianas
no han sido exploradas, tanto del agua como del suelo cercano al afluente. Al ser un ambiente
rico en azufre, los microorganismos oxidantes de azufre (SOM, del inglés sulfur oxidant
microorganisms) que ahi habitan pueden aportar beneficios al area de las energias renovables.
Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue aislar microorganismos del manantial termal
sulfuroso “El Taninul” y evaluar su crecimiento y oxidacion de azufte.

METODOLOGIA
Zona de muestreo y recoleccion de muestra

La zona de muestreo se caracteriza por ser un manantial termal sulfuroso y se denomina “EIl
Taninul”. Esta zona se ubica en una porcion de la sierra Abra-Tanchipa, en Ciudad Valles,
S.L.P. El método de muestreo de suelo se basd en la norma NOM-021-RECNAT-2000
“Especificaciones de fertilidad, salinidad y clasificacion de suelos. Estudios, muestreo y
analisis”. El método aplicado fue en zig-zag tomando 12 muestras en diferentes puntos con
distancias entre 3 y 5 m del afluente, a una profundidad de 30 cm. Se retiraron materiales del
suelo, tales como piedras, restos de maleza y plantas, entre otros. Posteriormente se realizd
el muestreo compuesto mediante el método de cuarteo que consistié en homogenizar todas
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las muestras y se dividieron en cuatro partes iguales, se tomaron las partes que forman la
diagonal. Este procedimiento se realizd6 dos veces para minimizar muestras, obtener una
muestra homogénea y representativa del area de estudio. Las muestras se trasladaron en
hieleras al Laboratorio de Analisis de Alimentos del Tecnologico Nacional de México
campus Ciudad Valles, en bolsas de pléstico de 2 Kg con cierre hermético, debidamente
etiquetadas y en condiciones de anaerobiosis generada por BD GasPak ™ EZ Anaerobe
Container System.

Caracterizacion fisico-quimica del suelo

La temperatura del suelo se determiné in situ con apoyo de un pHmetro portatil (Oakton
EcoTestr™ pH2+ Pocket). El pH se determind de acuerdo con el método AS-02 de la NOM-
021-RECNAT-2000. Para tal fin, se pesaron 10 gramos de suelo en un frasco de vidrio, se
adicionaron 20 mL de agua destilada, se agitaron durante 5 minutos y se dejo reposar durante
30 minutos para la formacion del extracto de saturacidon (parte superior). En seguida se
calibr6 el potencidometro (Oakton PC2700) y se midié el pH del extracto de saturacion.
Finalmente, los sulfatos se midieron en el extracto de saturacion de acuerdo con el método
AS-20 de la NOM-021-RECNAT-2000 usando como estandar K>SO4. Las absorbancias se
midieron a 340 nm en el espectrofotometro Thermo Scientific™ Espectrofotometro de UV
Vis GENESYS™ 10S. La concentracion de sulfatos se expres6 en mg/L y las
determinaciones se realizaron por triplicado.

Aislamiento de microorganismos

Para obtener el paquete celular de la muestra de suelo se tom6 1 gramo de este y se afiadio a
un tubo de ensaye con 9 mL de medio ATCC-125 sin azufre elemental (S° elemental), se
mezclo y se centrifugd a 1500 rpm durante 10 minuto para lograr la separacion de los
microorganismos. Se realizaron dos lavados del boton celular con 10 mL de medio ATCC-
125 sin S elemental a 6000 rpm durante 10 minutos. En seguida se transfirieron a un matraz
Erlenmeyer 250 mL previamente esterilizado y se afiadieron 40 mL del medio ATCC-125 y
S elemental a una concentracién de 10 g/L. El matraz se incub6 a 28°C durante dos meses
con agitacion moderada para la homogenizacion del azufre elemental, el cual es insoluble en
agua.

Cinética de crecimiento

La curva de crecimiento se prepard tomando el contenido del matraz anterior (50 mL de
cultivo) para centrifugarlo a 6000 rpm durante 15 minutos con el objetivo de recuperar el
botoén celular. Los sobrenadantes se observaron al microscopio para observar que no se haya
generado arrastre celular. Después de dos lavados, el boton celular se resuspendié en 6 mL
de medio ATCC-125 sin S° elemental y se distribuyé en 2 matraces que contenian 27 mL de
medio ATCC-125 y S° elemental (10 g/L). Se monitored el crecimiento de la comunidad
SOM por 45 dias, monitoreando el crecimiento cada tres dias por conteo en cadmara de
Neubauer y medicion de SO4%. El crecimiento (biomasa) de la comunidad de SOM se
expreso en cel/mL.

Oxidacion de azufre por la comunidad SOM
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La oxidacion de azufre al inicio y al final de la cinética de crecimiento se determind usando
el procedimiento de la norma NMX-AA-074-SCFI-2014. Se realiz6 una curva de calibracion
usando como estandar Na>;SO4. Las absorbancias se leyeron a 420 nm en el espectrofotdmetro
Thermo Scientific™ Espectrofotometro de UV Vis GENESYS™ 10S. La concentracion de
azufre se expres6 en mg/L. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Modelado de la cinética de crecimiento
Se aplico la ecuacion Verlhust-Pearl (Aguilar-Zarate et al., 2018) para modelar el proceso.

Donde p es el crecimiento especifico maximo y Xyq. (crecimiento maximo en mm) es el valor
de equilibrio para X donde dX/dt=0. La solucién a la ecuacion anterior se presenta en seguida:

Ot =37 =+

Donde Xy se refiere al valor de X cuando #=0. Los valores del error al cuadrado fueron
minimizados considerando los valores de Xo, Xpax y .

Se utilizd6 como apoyo para ajuste del modelo la herramienta solver Excel, Microsoft 2016.
Se consideraron los resultados de 0 a 33 dias (792 h) de crecimiento para la aplicacion de la
ecuacion. El resultado de la tasa especifica de crecimiento se expresé como pu=h""!

RESULTADOS

El pH del suelo cercano al afluente de las aguas termales sulfurosas de “El Taninul”, San
Luis Potosi, México es alcalino (8.1 + 0.2) y la temperatura es de 28°C. Estas condiciones
son propicias para encontrar Gammaproteobacterias, tales como aquellas del género
Beggiatoa y Thiothrix con preferencias de pH entre 6.0-8.0 y temperaturas entre 25-30°C.
Sin embargo, las Gammaproteobacterias se pueden desarrollar en pH amplio que oscila entre
2.0 y 10.5. Ademas, se pueden encontrar proteobacterias como Thiobacillus y
arqueobacterias como Sulfolobus con preferencias similares (Espinosa-Marquez et al., 2010;
Arellano et al., 2017). La concentracion de sulfatos en el suelo es de 18.72 + 1.3 mg/L.

Durante la cinética de crecimiento de la comunidad SOM se visualizaron al microscopio en
objetivo de 40X la formacion de biofilms (Figura 1) y motilidad (datos no mostrados). Este
acontecimiento se ha reportado para este tipo de microorganismos (Lara et al, 2012).

Figura 1 Visualizacion al microscopio con el objetivo
de 40X durante la cinética de crecimiento de la
comunidad SOM en medio ATCC-125 adicionado
con S° elemental.

Tectzapic/ Vol 5 No. 2 / Ciudad Valles, S.L.P. México/ noviembre 2019 5 4



TECTZAPIC

- — Revista de divulgacion cientifica y tecnologica. ISSN: 2444-4944
Revista Académico-Cientifiea

Tecnologico Nacional de México/ Campus Ciudad Valles

Ademas, se determino una concentracion de sulfatos SO4>" de 87.62 + 4.6 mg/L al final de la
cinética de crecimiento. Dicho valor es inferior a valores reportados (Veerender et al., 2015).
Lo anterior, 7.0E+08 T probablemente a que
exista & & | competencia entre los
SOM de 1la comunidad en estudio
y las condiciones del cultivo.
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Figura 2. Modelado de la cinética de crecimiento de la comunidad SOM con la ecuacion logistica de
Verhulst-Pearl

En cuanto al modelo matematico, se determiné un valor de p de 0.0064 h™! con un coeficiente
de determinacion (R?) de 0.95 (Figura 2). Ademés, se observo un valor maximo de biomasa
de 6.23 x 108 cel/mL a los 33 dias. La tasa especifica de crecimiento de los microorganismos
oxidantes de azufre es variable entre cepas y condiciones de cultivo, tales como el sustrato,
temperatura de incubacion, agitacion, por mencionar algunas. El valor de p obtenido en el
presente trabajo esta por debajo del reportado por SOM, sin embargo, es importante resaltar
que son condiciones diferentes de cultivo y que es la evaluacion de crecimiento de una
comunidad microbiana. Thiobacillus denitrifans ha exhibido un valor de p= 0.077 h’!
(Vaclavkova et al., 2014) y Thiobacillus thioparus ATCC 23645 un valor de u=0.1625 h’!
(Alcantara et al., 2004).

CONCLUSIONES

El manantial termal sulfuroso “El Taninul” es ambiente para el crecimiento de SOM. Se logré
aislar una comunidad microbiana de SOM, evaluando su crecimiento en un medio selectivo
cuya fuente de energia es el S° elemental (10 g/L). La comunidad demostré la capacidad de
oxidar azufre con un valor de 87.62 + 4.6 mg/L. Se requieren de otros estudios que
demuestren la capacidad de esta comunidad microbiana en la remocion del H,S durante la
produccion de biogas.
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