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Resumen

La generacion de residuos es continua y cre-
ciente. En Colombia se producen al dia apro-
ximadamente 31000 toneladas de residuos
sélidos, de las cuales 85% terminan en los
rellenos sanitarios, que son responsables del
9%-15% de las emisiones de CH,. Estos re-
siduos, constituyen una oportunidad para la
produccion de biogas, el cual contiene CH,, y
trazas de CO,, H,S y agua. Sin embargo, para
la produccion de biogas de alta pureza es de
vital importancia eliminar el H,S, ya que es
toxico y corrosivo. Bajo este contexto, el ob-
jetivo de este estudio fue aislar y seleccionar
microorganismos oxidadores de azufre para su
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potencial uso en la produccién de biogas de
alta pureza. La metodologia desarrollada fue:
(i) evaluacién de diferentes estrategias para
el aislamiento de estos microorganismos, (ii)
evaluacion de la capacidad de oxidacion de
azufre de las cepas aisladas, y (iii) evaluacion
de diferentes matrices para la inmovilizacién
de cepas seleccionadas. En este estudio se ais-
laron 17 cepas bacterianas, las cuales tienen
la capacidad de oxidacion de azufre, destacan-
dose las cepas M14-C2 y M15-C1 (15,3 y 14,9
mg SO /L, respectivamente). De otra parte, se
determind que el bagazo de cafia de azlcar
permite una mayor capacidad de oxidacion de
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azufre de las cepas M14-C2 y M15-C1 (23,92 y
24,15 mg SO /L, respectivamente). Los resul-
tados obtenidos en este estudio permitieron
aislar y seleccionar bacterias con potencial ca-
pacidad de oxidacion de azufre, para poste-
riormente ser utilizadas en la produccién de
biogas de alta pureza.

Palabras clave: bacterias quimiolitotroficas,
digestion aerobia, energia renovable, oxida-
cion de azufre, residuos organicos.

Abstract

Waste generation is continuous and growing.
In Colombia approximately 31,000 tons of so-
lid waste are produced per day, of which 85%
end up in landfills, and are responsible of 9%-
15% of CH, emissions. This waste constitutes
an opportunity for the production of biogas,
which contains CH,, and traces of CO,, H,S and
water. However, for the production of high pu-
rity biogas it is vital to eliminate the H,S, since
it is toxic and corrosive. In this context, the
objective of this study was to isolate and select
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sulfur oxidizing microorganisms for their po-
tential use in the production of high purity bio-
gas. The methodology developed was: (i) eva-
luation of different strategies for the isolation
of these microorganisms, (ii) evaluation of the
sulfur oxidation capacity of the isolated stra-
ins, and (iii) evaluation of different matrices
for the immobilization of selected strains. In
this study, 17 bacterial strains were isolated,
which have the capacity of sulfur oxidation,
standing out the strains M14-C2 and M15-C1
(15,3 and 14,9 mg SO,/L, respectively). On the
other hand, it was determined that the sugar-
cane bagasse allows a greater sulfur oxidation
capacity of the strains M14-C2 and M15-C1
(23,92 and 24,15 mg SO /L, respectively). The
results obtained in this study allowed to isolate
and select bacteria with potential sulfur oxida-
tion capacity, to be later used in the produc-
tion of high purity biogas.

Keywords: aerobic digestion, microorganism,
organic waste, oxidation of sulfur, chemiolito-
trophic bacteria, renewable energy.
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Introduccién

El crecimiento poblacional en los ultimos tres
siglos ha aumentado de manera significativa,
trayendo consigo el incremento de consumo de
recursos naturales y la generacion de residuos
solidos, liquidos y gaseosos que son arrojados
al medio ambiente, viéndose afectadas princi-
palmente las grandes ciudades por el asenta-
miento de un grupo significativo de habitantes
(Guerrero et al., 2013). El reglamento técnico
del sector de agua potable y saneamiento basi-
co ambiental (RAS) informa que en el 2009 las
areas urbanas de Colombia generaron 25.079
millones de gramos (Mg) de residuos solidos
diariamente, de los cuales el 92,8% (23.285,5
Mg/dia) tuvieron una disposicién final adecua-
da en rellenos sanitarios o plantas integrales
de tratamiento de residuos sdlidos; el 7,16%
restante, correspondiente a 1.796 Mg/dia, fue
dispuesto en botaderos a cielo abierto, en cuer-
pos de agua, mediante quemas o enterradas en
condiciones inadecuadas (Avendafio, 2015).

De la combinacion de los anteriores procesos
aerdbicos y anaerdbicos se obtiene una serie de
gases los cuales pueden aprovecharse en la ob-
tencion de fertilizante agricola (compost) y gas
bioldgico (compuesto principalmente por 40% CO,
y 60% CH,). Dentro de los residuos del proceso
de descomposicion, el gas metano puede usarse
debido a su clasificacion como un gas combusti-
ble de bajo costo con uso térmico (75500 Kcal/
m?3) o eléctrico (Escalante et al., 2009).

Sin embargo, para el uso del gas metano es ne-
cesario oxidar o eliminar las trazas de H.,S, ya
que es un compuesto toxico para la salud y co-
rrosivo, lo cual se puede lograr mediante proce-
sos quimicos y/o bioldgicos (Zapata, 2004). Los
métodos quimicos pueden resultar altamente
contaminantes para el medio ambiente, mien-
tras los bioldgicos generan una baja contami-
naciéon, como es el uso de bacterias oxidado-
ras de azufre, siendo una alternativa apropiada
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para aprovechar este recurso de facil obtencion
y al mismo tiempo contribuir al cuidado del me-
dio ambiente (Li et al., 2015).

Las bacterias oxidantes de azufre obtienen
energia para su metabolismo a partir de ener-
gia luminica o directamente de las reacciones
oxidantes, donde utilizan oxigeno, nitratos o
nitritos como aceptor de electrones libera-
dos durante la oxidacion de sulfuros. Desde
el punto de vista tecnoldgico, para la elimina-
cion bioldgica de sulfuros, las mas apropiadas
son las bacterias quimiolitotroficas oxidantes
de azufre. Este grupo de bacterias son filoge-
néticamente muy diversas (por ejemplo, Thio-
bacillus, Sulfolobus, Thermothrix, Beggiatoa y
Thiothrix) y estdn ampliamente distribuidos en
diferentes habitats (Friedrich et al., 2001).

Colombia contiene ecosistemas que pueden
ser considerados fuente potencial de microor-
ganismos con capacidad de oxidacién de azu-
fre. Por lo tanto, el objeto de este estudio fue
explorar ambientes ricos en este tipo de mi-
croorganismos y mediante aislamiento, selec-
cionar microorganismos oxidadores de azufre
para ser empleados en futuros estudios de
produccion de biogas de alta pureza.

Materiales y métodos

Sitios de muestreo

Se tomaron muestras de agua provenientes
de un manantial termal ubicado en Tabio, de
aguas residuales de una industria metalmeca-
nica, y de aguas de explotaciones mineras lo-
calizadas en el municipio de Mongui y Paz del
Rio, para el aislamiento de microorganismos
oxidadores de azufre (Tabla 1). Las muestras
se recolectaron en recipientes plasticos esté-
riles de 10 ml y 600 ml y se transportaron a
temperatura ambiente para su posterior anali-
sis en el laboratorio.
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Tabla 1. Descripcion de los sitios de muestreo.

Tipo de muestra Ubicacion Nomenclatura
Aguas de manantiales termales Tabio, Cundinamarca AMT
Aguas producto minero Mina Paz de Rio, Boyaca AMR
Aguas productos mineros Mina Sanoha, Boyaca AMS
Aguas producto minero Mina Pefia, Boyaca AMP

Aguas residuales industria

, Bogotd, Cundinamarca ARMC
metalmecanica

Fuente: Autores

Estrategias de aislamiento de microorganismos oxidadores de azufre
Para el aislamiento de los microorganismos tipos de medios de cultivo. En las tablas 2 y 3
oxidadores de azufre a partir de los sitios de se muestra la composicién de los medios de

muestreo analizados, se evaluaron diferentes cultivo empleados.

Tabla 2. Composicién Medio Basico 1

Medio de cultivo Cantidad por litro
K,HPO, 2,09
NH,CI 0,449
MgCl,.6H,0 0,249
FeS04.7H,0 0,01g
°s 20 g
Peptona 2,09

Fuente: Cho et al., (1992)

Tabla 3. Composicion Medio Basico 2

Medio de cultivo Cantidad por litro

(NH, ), SO, 309
KH, PO, 6.0g

K, HPO, 2,44
MgS0,7H,0 0.15g
Caso, 0.15¢
FeSO, 0,03 g

°S 20g
Peptona 2,09

Fuente: Ramirez-Saenz et al. (2009)
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Los medios de cultivo evaluados se inocularon
con 1 ml de cada uno de los sitios de muestreo
analizados y se incubaron a 37°C hasta que se
evidencié crecimiento (entre 2 a 4 semanas).
Para los medios de cultivo que presentaron
crecimiento positivo se realizé siembra masiva
en medio soélido y se incubaron a 37°C durante
24h. Las colonias que crecieron individualmen-
te se transfirieron a medio de cultivo fresco y
el procedimiento se repitié al menos dos veces
antes de que los cultivos se consideraran puros.

Caracterizacion fenotipica

de las cepas aisladas

Las cepas aisladas se caracterizaron fenoti-
picamente evaluando caracteristicas macros-
cépicas, morfologia, coloracion de Gram, pre-
sencia de esporas y motilidad siguiendo los
protocolos descritos por Rubiano et al. (2013).

Evaluacion de la capacidad de oxidacion
de azufre de los microorganismos aislados
La capacidad de oxidacion de azufre de las
cepas aisladas se determind mediante la
cuantificacién de sulfatos a través del méto-
do nefelométrico (Bojaca, 2007). Las cepas
se cultivaron medio basico 1, suplementadas
con °S 10 g/L y se incubaron a 30°C durante
7 dias. Transcurrido el tiempo de incubacion,
los cultivos se centrifugaron a 6000 rpm du-
rante 30 min y se recuperé el sobrenadante.
Posteriormente, se adicionaron 50 ml de cada
muestra y 10 ml de solucién Buffer A, y se rea-
lizd una lectura inicial en el turbidimetro (HI
88713-1SO, HANNA Instruments). Finalmente,
se adicion6 BaCl,.2H,0, y se realizé la lectura.
Los ensayos se realizaron por triplicado. Los
resultados obtenidos se reemplazaron en la si-
guiente féormula:

mg S04-L™' = {((NTUf — NTUi)
— intercepto) /pendiente} * FD

(Ecuacion 1)

DOI: https://doi.org/10.22490/21456453.2185

Revista de Investigacion Agraria y Ambiental

Donde:

NTUf = Turbiedad final

NTUi = Turbiedad inicial

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

La curva estandar se realizd usando disolucio-
nes de SO, de 3,0 - 40,0 mg SO, disueltas en
agua destilada.

Evaluacion de diferentes matrices para la
inmovilizacion de las cepas seleccionadas
La evaluacion de diferentes matrices de in-
movilizacion se realizé con las dos cepas que
presentaron mayor oxidacion de azufre. Las
matrices evaluadas en este estudio fueron el
bagazo de cafia de azucar y el carbon activa-
do. La inmovilizacion de las cepas selecciona-
das se realizd siguiendo el protocolo descri-
to por Ma et al. (2006), el cual se describe a
continuacion. Las cepas seleccionadas se cul-
tivaron en 50 ml de Medio Basico 1 durante
3 dias y luego la biomasa microbiana se re-
colectd por centrifugacién a 6000 rpm por 10
min. Posteriormente, la biomasa se colocé en
100 ml de Medio Basico 1 y 40 g de bagazo
de cafia de azucar o carbdn activado. Trans-
curridos 15 dias de incubacién, se evalud la
eficiencia de oxidacion de azufre mediante la
técnica de cuantificacién de sulfatos descrita
anteriormente (Ma et al., 2006).

Resultados

Estrategias de aislamiento de microorga-
nismos oxidadores de azufre

Para el aislamiento de los microorganismos
oxidadores de azufre presentes en las mues-
tras de aguas de manantiales termales, aguas
residuales de mineria y aguas de la industria
metalmecanica, se evaluaron diferentes me-
dios de cultivo para determinar cual permitia
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una mayor recuperacién de microorganismos
oxidadores de azufre. Después de 2 semanas
de incubacién se evidencié crecimiento en 17
cepas, donde 9 cepas se aislaron del Medio
Basico 1 mientras que 8 cepas se aislaron del
Medio Basico 2 (Tabla 4).

Tabla 4. Distribucién de las cepas aisladas de acuer-

do al medio de cultivo empleado

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

Fuente: Autores

Aislamiento y caracterizacion de
microorganismos oxidadores de azufre
Mediante el uso de las estrategias de cultivo

empleadas se logré el aislamiento de un total
de 17 cepas, 6 cepas de las minas Mongui, 6
cepas de las minas Paz del Rio, 2 cepas del
manantial termal de Tabio y 3 cepas de aguas
residuales de la industria metalmecanica. La
caracterizacion fenotipica de cada una de las
cepas aisladas incluyé la descripcién macros-
copica de las colonias, la descripcidn micros-
copica de la forma de las células, la coloracién
de Gram, la presencia o ausencia de esporas y
la motilidad (Tabla 5) (Anexo).

Evaluacion de la capacidad de oxidacion
de azufre de los microorganismos aislados
A partir de los resultados obtenidos se de-
termind que todas las cepas aisladas en este
estudio tienen la capacidad de oxidacién de
especies reducidas del azufre (°S), ya que
presentaron valores positivos de sulfato, esto
indica que las cepas aisladas tienen la habili-
dad de utilizar especies reducidas del azufre
y oxidarlas hasta sulfato. La cuantificacién de
sulfatos promedio obtenido para las cepas ais-
ladas fue de 12,82 mg SO,/L. Las cepas que
presentaron mayor capacidad de oxidacién de
azufre fueron M14-C2 y M15-C1, las cuales re-
gistraron valores de 15,3 mg SO,/L y 14,9 mg
SO,/L, respectivamente (Figura 1).

Figura 1. Cuantificacion de sulfatos (mg/L) de las cepas aisladas después de 7 dias

de incubacion a 37°C en Medio Basico 1.

Fuente: Autores
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Evaluacion de diferentes matrices para la
inmovilizacion de las cepas seleccionadas
La evaluacion de diferentes matrices de inmo-
vilizacion (carbdn activado y bagazo de cafia
de azucar) se realiz6 con las dos cepas que
presentaron los valores mas altos de cuantifi-
cacién de sulfato: M14-C2 y M15-C1.

En la figura 2 se evidencia la cuantificacién
de sulfatos de las cepas M14-C2 y M15-C1 en
presencia de las matrices de inmovilizacién
evaluadas. De acuerdo con los resultados ob-
tenidos se evidencido que el bagazo de cafa
de azlcar permiti6 una mayor oxidacién de
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azufre de las cepas seleccionadas, observan-
dose una cuantificaciéon de sulfato de 23,92 g
SO,/L (promedio) para la cepa M14-C2 y 24,15
g SO,/L (promedio) para la cepa M15-C1. En
el caso del carbdn activado se evidencié que
esta matriz afecta la capacidad de oxidacion
del azufre de las cepas evaluadas, ya que en
presencia de esta matriz se registro una cuan-
tificacion de sulfatos de 0,16 g SO,/L para la
cepa M14-C2y 6,65 g SO,/L para la cepa M15-
C1, mientras que las cepas sin inmovilizacién
registraron una cuantificacion de sulfatos de
23,92 g SO,/L para la cepa M14-C2 y 24,15 g
SO,/L para la cepa M15-C1.

Figura 2. Comparacion de la cuantificacién de sulfato (g sulfato/L) de las cepas M14-C2 y M15-C1 en ausencia

y presencia de matriz de inmovilizacidon (bagazo de cana de azucar y carboén activado).

Fuente: Autores

Discusion

El sulfuro de hidrégeno es el principal conta-
minante producido por la digestidon anaerdbica
de materiales organicos, ya que causa proble-
mas sensoriales y téxicos, y es el responsable
de la corrosién del hormigén y las estructuras
de acero. Por lo tanto, para aumentar el uso
biogads como una fuente alternativa de ener-
gia, el H,S debe ser eliminado (Cherosky &
Li, 2013). Para la eliminacion de este conta-
minante existen varios métodos, incluidos los
bioldgicos, fisicos y quimicos. Actualmente,
existe una preferencia por el uso de métodos
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de desulfuracion bioldgica, ya que son menos
costosos y no producen materiales indesea-
bles que deban eliminarse. La implementacién
de este método se basa en el conocimiento
y la comprensién del ciclo biogeoquimico del
azufre en la naturaleza, donde bacterias que
oxidan el azufre juegan un papel clave. Estas
bacterias utilizan el oxigeno (condiciones ae-
robias) o el nitrato (condiciones anaerobias)
como aceptor final de electrones para oxidar
formas reducidas del azufre (H,S o °S) (Frie-
drich et al., 2001; Pokorna & Zabranska, 2015).
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En este estudio se aislaron y seleccionaron
bacterias con potencial capacidad de oxidacion
de azufre para su posible uso en la produccién
de biogas de alta pureza.

La estrategia empleada en este estudio para el
aislamiento de microorganismos oxidadores de
azufre se baso en el uso de medios oligotroficos
suplementados con azufre elemental (°S), con
el fin de asegurar el aislamiento de microorga-
nismos con capacidad de oxidacién de formas
reducidas del azufre. El azufre esta frecuente-
mente presente en todos los organismos y se
produce en compuestos organicos tales como
aminodcidos, proteinas, enzimas, antibidticos
y grasas (Pokorna & Zabranska, 2015). Los
estados de oxidacion de este elemento inclu-
yen -2 (sulfuro, HS"), 0 (azufre elemental, °S),
+4 (SO,?) y +6 (sulfato, SO,?), por lo tanto, la
presencia de °S en el medio de cultivo proba-
blemente estimula el crecimiento de microor-
ganismos que tengan la capacidad de oxidar
especies reducidas del azufre. Previos estudios
han reportado el uso de °S para el aislamiento
de bacterias oxidadoras de azufre como Sul-
furihydrogenibium kristjanssonii (Flores et al.,
2008), Sulfurirhabdus autotrophica (Watanabe
et al., 2016), Thermocrinis minervae (Caldwell
et al., 2010), Thiovirga sulfuroxydans (Ito et al.,
2005), y Thiobacillus spp. (Yang et al., 2010).

Las comunidades de bacterias oxidadoras de
azufre estdn comuUnmente presentes en ma-
nantiales minerales sulfurosos, que se caracte-
rizan por tener un alto contenido de sulfuro de
hidrégeno y sus formas idnicas (HS" y S%). Por
otra parte, su presencia en aguas superficiales
es causada principalmente por la ausencia de
oxigeno disuelto y una descomposicién biolo-
gica anaerdbica asociada de sustancias orga-
nicas que contienen azufre o por la reduccion
de tiosulfatos, politionatos, azufre elemental,
sulfitos y sulfatos por bacterias reductoras de
sulfato (BRS) (Pokorna & Zabranska, 2015). Los
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resultados obtenidos en este estudio permitie-
ron demostrar que las aguas de manantiales
termales, las aguas residuales provenientes de
la industria metalmecanica y las aguas residua-
les provenientes de explotaciones mineras, son
fuentes potenciales para el aislamiento de mi-
croorganismos oxidadores de azufre. Diferentes
estudios también han reportado el aislamiento
de bacterias oxidadoras de azufre a partir de
manantiales termales, tales como Thermocri-
nis minervae (Caldwell et al., 2010), Thermus
islandicus (Bjornsdottir et al., 2009), Thiofaba
tepidiphila (Mori & Suzuki, 2008), Thiomonas
islandica (Vésteinsdottir et al.,, 2011) y Thio-
bacter subterraneus (Hirayama et al., 2005).
Igualmente, se ha reportado el aislamiento de
bacterias oxidadoras de azufre provenientes de
aguas residuales provenientes de la industria
metalmecanica y de explotacion minera como
es el caso de Thermithiobacillus plumbiphilus
(Watanabe et al., 2016) y Alicyclobacillus aeris
(Guo et al., 2009), respectivamente.

En este estudio, la evaluacion de la capacidad
de oxidacién de azufre se realiz6 a través de la
cuantificacion de sulfatos, donde se demostro
que todas las cepas aisladas pueden utilizar
especies reducidas de azufre (°S) como do-
nador de electrones y oxidarlo hasta SO,. La
cuantificacion de sulfatos promedio obtenida
fue de 12,82 mg SO,/L. Rojas-Avelizapa et al.
(2013) reportaron el aislamiento de 54 cepas
oxidadoras de azufre, la cuales registraron va-
lores de sulfato promedio de 10,5 mg SO,/L;
estos resultados indican que las cepas aisladas
en este estudio tienen probablemente, una
mayor capacidad de oxidacion de azufre que
las reportadas en estudios previos.

En cuanto a la evaluacion del bagazo de cana
de azucar y el carbon activado como matriz
de inmovilizaciéon para aumentar la capacidad
de oxidacién de azufre de las cepas M14-C2 y
M15-C1, se determindé que el bagazo de cafa
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de azlcar es una matriz ideal para mejorar la
eficiencia de oxidacion de especies reducidas
del azufre, ya que se obtuvo un incremento en
los valores de sulfato de las cepas inmoviliza-
das (23,92 g SO,/L para la cepa M14-C2 y 24,15
g SO,/L para la cepa M15-C1) en comparacion
con las cepas sin inmovilizar (15,3 g SO,/L para
la cepa M14-C2 y 14,9 g SO,/L para la cepa
M15-C1). Este resultado coincide con lo repor-
tado por Chaves et al. (2004) y Pantoja Filho et
al. (2010) donde se empled el bagazo de cana
para la biofiltracion de H,S.

Conclusiones

Este estudio permitié el aislamiento de bac-
terias con potencial capacidad de oxidacion
de azufre a partir de manantiales termales y
aguas residuales provenientes de la industria
metalmecanica y de explotaciones mineras.
Los datos obtenidos en este estudio sugieren
que las cepas M14-C2 y M15-C1 inmobilizadas
en bagazo de cafia de azlcar son candidatas
para ser utilizadas en el proceso de desulfu-
racion biologica para la produccion de biogas
de alta pureza. Sin embargo, futuros estudios
son requeridos para optimizar la eficiencia de
remocién de H,S de las cepas seleccionadas.
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