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Carbono organico total
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Eficiencia de consumo de substrato (%) (mg de substrato consumido/mg de
substrato alimentado)
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Velocidad especifica de consumo (mg substrato/mg SSV-d)
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polimérfico)
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Sdlidos suspendidos volatiles

Tiempo de residencia hidraulica (d)

Upflow anaerobic sludge blanket (lecho anaerobio de flujo ascendente).
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Rendimientos de productos (mg producto/mg de substrato consumido)
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RESUMEN

El presente trabajo contribuye al estudio del proceso de sulfatorreduccion, asi
como al entendimiento de las interacciones entre la respuesta fisioldgica dentro de un
consorcio en condiciones sulfatorreductoras y la estructura de la comunidad microbiana
presente. Se estudio el efecto de la velocidad de carga y la influencia del sulfuro sobre la
eliminacion de sulfato y carbono organico total, la cual fue evaluada a través de variables
de respuesta tales como eficiencias de consumo, rendimientos de producto y velocidades
especificas de consumo de sustrato. Para profundizar en el estudio sobre las interacciones
entre la respuesta fisioldgica y la estructura microbiana se utilizaron técnicas de biologia
molecular como la amplificacion al azar del ADN polimdrfico (RAPD) y la técnica de
separacion de ADN por electroforesis en gel con gradientes desnaturalizantes (DGGE).
Asimismo, las bandas del gel de DGGE fueron secuenciadas y analizadas
filogenéticamente. En todos los casos se utilizd el mismo consorcio (lodo), en condiciones
sulfatorreductoras y fisioldgicamente estable. Para determinar el efecto de diferentes
velocidades de carga de sulfato (VCS, 290 a 981 mg S-SO./Ld) y lactato a una relacion C/S
estequiométrica (0.75) sobre el proceso sulfatorreductor (PSR) se utilizd un reactor
continuo de lecho anaerobio de flujo ascendente (UASB). Se realizaron ensayos en cultivo
en lote para evaluar el efecto diferentes concentraciones iniciales de sulfuro (0 a 200 mg
S-sulfuro/L) sobre las variables de respuesta fisioldgicas del PSR. Asimismo, se evalud la
dindmica de la comunidad microbiana del ADN total, de la comunidad bacteria y arquea en
el reactor UASB a las cinco velocidades de carga de sulfato y lactato.

Los resultados en el UASB, mostraron que con el incremento de la VCS, las
eficiencias de consumo de carbono organico total y de sulfato disminuyeron de 93+3 a
66%=2 y de 60+5 a 45%=4, respectivamente. Las eficiencias de consumo de lactato
fueron cercanas al 100%. Se acumularon acetato y propionato. Los rendimientos de
sulfuro disuelto fueron constantes y cercanos a uno, mientras los rendimientos de biomasa
y metano fueron muy bajos en todos los casos. La concentracion de sulfuro mas alta fue
de 385 = 45 mg S-sulfuro/L. La relacion producto/biomasa fue de 52 mg S-sulfuro/g
sdlidos suspendidos volatiles (SSV).

En los cultivos en lote, en el control con lactato sin sulfato se observd la
fermentacion del lactato a acetato y propionato. Cuando estuvieron presentes lactato y
sulfato hubo fermentacion y sulfatorreduccion. Cuando se adiciond sulfuro, Unicamente se
presentd el PSR. Las velocidades especificas de consumo de acetato y propionato fueron
hasta once veces menores que las velocidades especificas de consumo de lactato. A una

concentracion mayor que 150 mg S-sulfuro/L se observé una disminucion de las eficiencias
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de consumo, rendimientos de producto y velocidades especificas de consumo. El analisis
de la relacion sulfuro/SSV mostrd que el descenso en las eficiencias de consumo vy la
acumulacion de acetato y propionato en el reactor continuo UASB no estuvieron
relacionados con la inhibicién por sulfuro, sino con una baja velocidad especifica de
consumo de acetato y propionato.

El andlisis de las secuencias del gen 16S ADNr, mostré la presencia de cepas
relacionadas con la sulfatorreduccion de lactato y acetato, bacterias fermentativas de
lactato y metanogénicas. Los resultados indicaron que el proceso respiratorio en estado
estacionario a 290 mg S-SO./Ld estuvo relacionado con una comunidad microbiana
estable. Se observaron pocos cambios en la comunidad microbiana con el incremento de
la VCS. El andlisis de datos de los patrones de bandas mediante los indices de diversidad
(H), equidad (J) y el coeficiente de similitud (C) indicé una comunidad microbiana diversa,
equitativa y similar mayor que 73%, independientemente de los cambios en la VCS y la
concentracion de sulfuro. Estos resultados sugirieron que la disminucién en los valores de
eficiencias de consumo del PSR no estuvo relacionada con los cambios en la comunidad

microbiana o con un efecto tdxico del sulfuro.
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ABSTRACT

This study represents a contribution to the knowledge of sulfate reducing process
(SRP) and understanding of the relationship between the functional performances in a
consortium sulfate reducing and the structure of the microbial community. The effect of
loading rate and the influence of sulfide on the elimination of sulfate and total organic
carbon was evaluated by means of consumption efficiencies, yield products and specific
consumption rates of substrate. Molecular techniques such as random amplified
polymorphic DNA (RAPD) and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) were used
in order to understand the relationship between the structure of the microbial population
and functional performance. DGGE bands were sequenced and the phylogeny was
analyzed. Stabilized sulfate reducing sludge was used as inoculum in all assays. An upflow
anaerobic sludge blanket (UASB) reactor was set up in order to examine the effect of
different sulfate loading rates (SLR, 290 to 981 mg SO,-S/Ld) and lactate at a
stoichiometric C/S ratio of 0.75 on SRP. In batch culture the effect of different initial
sulfide concentration (0 to 200 mg sulfide-S/L) on SRP was evaluated. The dynamic of
total, bacterial and archaeal communities in the UASB reactor at the five loading rates of
sulfate and lactate, were evaluated.

The results in the UASB reactor showed that when SLR increased, the total organic
carbon and sulfate consumption efficiencies decreased from 93 + 3 to 66% + 2 and 60 =
5 to 45% = 4, respectively, while lactate consumption efficiencies were close to 100%.
Acetate and propionate were accumulated. The sulfide dissolved yield was constant and
close to one, whereas biomass and methane yields were very low in all cases. The biggest
sulfide concentration was 385 + 45 mg sulfide-S/L. The product/biomass ratio was 52 mg
sulfide-S/g Volatile Suspended Solids (VSS).

In batch culture, it was observed in the control assays with lactate (without add
sulfate) the fermentation to acetate and propionate. When lactate and sulfate were added,
SRP and fermentation were observed. When sulfide was added only SRP was observed.
The specific consumption rates of acetate and propionate were eleven times lower than
specific consumption rate of lactate. At concentrations higher than 150 mg sulfide-S/L the
efficiencies, yields and specific consumption rates decreased. Based on the sulfide-
S/Volatile Suspended Solid ratio, it was found that the decrease in consumption efficiency
and accumulation of acetate and propionate in the UASB reactor was not related to sulfide
inhibition but to the specific consumption rates low of acetate and propionate.

The sequence analysis of 16S rDNA genes, showed the presence of microorganisms

responsible of the sulfate reduction of lactate and acetate, the presence of fermentative
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bacteria of lactate and methanogenic. Results indicated that the respiratory steady state at
290 mg SO,-S/Ld was related with a microbial community principally stable. As the SLR
increased few changes in the microbial community were observed. The indices of diversity
(H), equitability (J) and similarity (C) used to analyze the band pattern indicated a diverse,
evenness and similar up to 73% microbial community irrespectively to SLR changes and
sulfide concentration. These results suggest that the diminishing in the consumption
efficiencies values of the SRP was not related with the changes observed in the microbial

community or with a toxic effect of sulfide.
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PROLOGO

Generalidades

Algunas variables que reflejan el impacto de la actividad humana en el ambiente se
encuentran relacionadas con la alteracion en los ciclos biogeoquimicos de los elementos, el
cambio climatico, la pérdida de biodiversidad y la contaminacion del agua.

El agua es quiza la sustancia mas importante y versatil que se encuentra en la
naturaleza, siendo ésta primordial para la vida en el planeta. La acelerada explosion
demografica provoca afio con ano una demanda de agua cada vez mayor, generando a su
vez una enorme cantidad de aguas residuales, que en la mayoria de los casos son
regresadas a los cuerpos de agua sin ningun tratamiento. Esto genera, indudablemente,
serios problemas de disponibilidad de agua, de salud y contaminacién ambiental. Los tipos
de contaminantes en el agua pueden ser diversos, no obstante se pueden clasificar en tres
grupos: microorganismos, materia organica y compuestos inorganicos. La contaminacion
por microorganismos se relaciona con enfermedades infecciosas transmitidas por éstos.
Entre los contaminantes organicos se encuentran los hidrocarburos, grasas y aceites, entre
muchos otros. Los contaminantes inorganicos son diversas sales, como por ejemplo
sulfato, sulfito, nitrato, nitrito, carbonato, etc.

El ser humano ha intervenido en ocasiones de manera negativa en el equilibrio del
ciclo biogeoquimico del azufre. Un ejemplo es la lluvia acida (6xidos de azufre), uno de los
mas preocupantes problemas ambientales. Aunque hay algunas fuentes naturales de
sustancias acidas, sus cantidades son relativamente pequefias comparadas con las
emisiones antropogénicas. EI mayor dafio se hace a los lagos, los cuales tienen una
capacidad limitada de neutralizacion. Asimismo, los cuerpos de agua pueden ser
contaminados con compuestos de azufre por la descarga directa de aguas residuales con
altas concentraciones de compuestos azufrados (Lens et al., 1998b).

Las corrientes de desecho de un gran numero de industrias contienen
concentraciones altas de compuestos azufrados oxidados y de materia organica. Para
eliminar simultdneamente el sulfato y la materia organica del agua residual puede
utilizarse la sulfatorreduccion. La sulfatorreduccion se define como un proceso respiratorio
anoxico desasimilativo, en el cual el sulfato es reducido a sulfuro en presencia de
donadores de electrones. La aplicacion de este proceso se ha incrementado para el
tratamiento de aguas residuales de las industrias quimica, minera y galvanica (Hulshoff Pol
et al, 2001). Sin embargo, este proceso presenta un inconveniente asociado a la
produccién de sulfuro y a las propiedades toxicas y corrosivas de dicho compuesto (Lens

et al, 1998b). La aplicacion de la sulfatorreducciéon, en combinacion con técnicas de
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eliminacion de sulfuro (como la oxidacion bioldgica del sulfuro a azufre elemental, el cual
es de baja solubilidad), resulta en una alternativa viable (Gommers et al 1988; Reyes-
Avila et al,, 2004; Beristain, 2007).

En la sulfatorreducciéon se debe alcanzar la reduccidon completa no asimilativa de
todo el sulfato a sulfuro. No obstante, pocos trabajos muestran un PSR eficiente, ya que
son frecuentemente dejados al margen factores como la posible competencia del PSR con
otros procesos microbianos por los sustratos, la sensibilidad de los consorcios a los niveles
tdxicos de sulfuro y/o la dinamica de las poblaciones microbianas.

Algunas aguas residuales ricas en sulfato deben ser tratadas mediante el PSR, pero
normalmente es insuficiente la concentracion de donadores de electrones. En este caso, se
puede emplear lactato como donador de electrones para el PSR, debido a que es un buen
sustrato para el crecimiento de muchas bacterias sulfatorreductoras y produce mayor
alcalinidad, mejorando el control del pH (Reis et al., 1992; McCartney y Oleszkiewicz,
1993; Kaksonen et al., 2003). En ocasiones, cuando este sustrato esta presente en el PSR
se acumula acetato, ocasionando una significativa disminucion en la eficiencia y las
velocidades de consumo (Liamleam y Annachhatre, 2007). Asimismo, en la fermentacion
de lactato se ha observado la acumulaciéon de acetato y propionato en una relaciéon C-
lactato/S-sulfato de 4.7, sin observar el consumo de sulfato (McCartney y Oleszkiewicz,
1991). Hay indicios de que la acumulacién de acetato y/o propionato pudiera estar
relacionada con aspectos cinéticos y bajas velocidades de consumo o de transporte,
aunque no se cuenta con la evidencia experimental suficiente.

Los microorganismos sulfatorreductores (MSR) muestran ciertas ventajas frente a
otros microorganismos, ya que pueden metabolizar (oxidar) un amplio ndmero de
sustratos, parecen ser menos sensibles a compuestos tdxicos y, bajo ciertas condiciones
ambientales, son capaces de fermentar compuestos organicos en ausencia de sulfato
(Widdel, 1988). Cuando estd presente el acetato como sustrato, en biorreactores
sulfatorreductores se llega a presentar el proceso metanogénico, observandose una
disminucion en la eficiencia del PSR (Yoda et al., 1987; Harada et al., 1994). Considerando
que la energia libre de Gibbs y los datos cinéticos para el PSR y la metanogénesis con
acetato son similares, el valor de la relacion C/S puede ser el factor que esté orientando el
proceso respiratorio (Omil et al, 1998: Annachhatre y Suktrakoolvait, 2001). También se
han propuesto otras variables que pueden ser importantes en la orientacion del proceso
respiratorio como el pH, la concentraciéon de sulfuro, de sulfato, la fuente de electrones

(tipo y concentracion) y la fuente de indculo (Lens et al., 1998b).
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Hay evidencias que indican que la acumulacion de sulfuro provoca una inhibicion
del PSR, causando una sustancial caida en la eficiencia y la velocidad de consumo
(Rinzema y Lettinga, 1988; Annachhatre y Suktrakoolvait, 2001). Los valores de sulfuro
para Cls, que se han obtenido en el PSR varian de 100 a 1100 mg/L. El amplio intervalo de
valores de Cls, podria estar relacionado con condiciones de cultivo tales como pH, la
exposicion previa al sulfuro, y la concentracion microbiana (McCartney y Oleskiewicz,
1991; Visser et al., 1996; Celis-Garcia et al, 2004). Al respecto, todavia es escasa la
informacion acerca del efecto del sulfuro sobre el proceso fermentativo durante el PSR.

Ademas de la alteracion metabdlica de los microorganismos, también pueden
ocurrir cambios en la estructura de la comunidad microbiana como resultado de la
sensibilidad a compuestos toxicos o cambios en la velocidad de carga. En este sentido, los
estudios realizados de la comunidad microbiana en el estado estacionario no han sido
claros, ni sistematicos. Se han observado cambios en la comunidad microbiana, aun si el
proceso continuo se encuentra en un aparente estado estacionario respiratorio (Fernandez
et al, 1999), de forma contraria a lo observado por Raskin et al/ (1996), quienes
describieron una comunidad microbiana estable durante el estado estacionario.
Igualmente son escasos los estudios efectuados sobre la relacion entre la estructura de la
comunidad microbiana y la respuesta respiratoria en reactores sulfatorreductores. La
obtencion de mas informacion sobre la sulfatorreduccion y la dinamica de las poblaciones
microbianas podria permitir un mayor control y estabilidad de la funcidn respiratoria en
cultivos continuos y, en consecuencia, un mejor tratamiento de las aguas residuales.

Aungue en las Ultimas dos décadas se ha llevado a cabo una investigacion intensa
en el tema de la sulfatorreduccion, adn no se ha logrado un pleno control del proceso. La
mayoria de los trabajos no presentan un proceso sulfatorreductor eficiente, a pesar de
algunas ventajas que muestran los MSR. Es, pues, necesario ahondar en su estudio para
identificar cual o cuales son las variables mas importantes: si es la acumulacion de sulfuro
o el tipo de microflora, por mencionar algunos casos. Lo anterior podria dar un mejor
entendimiento al proceso, pudiéndose utilizar esta informacion como base para proponer

posibilidades que permitan tratar con éxito los efluentes ricos en sulfato.

Formato de la tesis

Este trabajo pretende contribuir a un mejor entendimiento del proceso
sulfatorreductor en reactores de operacién continua y su relacion con la dinamica
poblacional bajo estas condiciones. Los resultados podrian ser utilizados en el tratamiento

de aguas residuales contaminadas con materia organica y sales de sulfato.
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Esta tesis estda dividida en siete Capitulos. En cada uno de ellos se hace un
resumen del contenido. Al final de cada uno se presentan las conclusiones particulares de
ese capitulo asi como sus referencias. En el Capitulo 1 se presenta una revision
bibliografica en el tema de la sulfatorreduccion y la dinamica de poblaciones microbianas.
En el Capitulo 2 se hace una justificacion y se definen los objetivos del trabajo. En el
Capitulo 3 se indican los materiales y métodos analiticos utilizados a lo largo del trabajo
experimental. En el Capitulo 4 se hace un analisis del efecto de cinco velocidades de
carga de sulfato y lactato sobre el proceso sulfatorreductor en un reactor continuo y del
efecto de diferentes concentraciones de sulfuro en ensayos en lote. En el Capitulo 5 se
hace una revision de los resultados obtenidos de la evaluaciéon de la dindmica de la
comunidad microbiana en el reactor continuo. En el Capitulo 6 se presentan las
conclusiones generales, las recomendaciones y perspectivas de este trabajo. Finalmente,

en el Capitulo 7 se incluyen los apéndices.
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1. INTRODUCCION

En esta seccion se hace una revision (estado del arte) sobre la eliminacion
bioldgica de contaminantes, haciendo énfasis en la eliminaciéon bioldgica de carbono y
azufre mediante la sulfatorreduccion. Se abordaran los aspectos bioldgicos y bioquimicos
de este proceso respiratorio, asi como los factores que intervienen en la orientacion del
proceso hacia la sulfatorreduccion. Se hace, asimismo, una revision sobre la diversidad y
dindmica de las poblaciones microbianas en reactores en continuo, y el vinculo entre la
estructura de la poblacion y la respuesta respiratoria. Finalmente, se hace una justificacion

y se definen los objetivos del trabajo.

1.1. Ciclo biologico del azufre

El azufre esta presente en todos los organismos (representa, en promedio, el 3%)
y forma parte de muchos compuestos organicos como aminoacidos, polipéptidos,
proteinas, antibidticos, lipidos y carbohidratos. En contraste, el papel bioldgico de los
compuestos inorganicos del azufre es normalmente el de nutrientes, posibilitando su
incorporacién a los compuestos organicos celulares, o como donadores o aceptores de
electrones. En estos procesos se establecen potenciales electroquimicos de membrana que
pueden generar la reduccién de NAD, sintesis de ATP, u otros procesos que impliquen
consumo de energia (Madigan et al., 1999, Widdel, 1988).

Las oxidaciones y reducciones enzimaticas de los compuestos de azufre constituyen
el ciclo biolégico del azufre (Figura 1.1a). Aungue son posibles varios estados de oxidacion
del azufre, el sufato (estado de oxidacion +6) y el sulfuro (-2) son los productos finales de
la mayoria de las rutas de oxidacion o reduccion de los compuestos azufrados. Algunos
compuestos inorganicos que se encuentran también en ambientes naturales son los
polisulfuros ('S(Sn)S), el tiosulfato (S,05%), los politionatos (-03S(S).S05) y el bisulfito
(HSO5") (Figura 1.1b).

Se pueden distinguir dos etapas en el ciclo bioldgico del azufre, de acuerdo al tipo
de reacciones de oxido-reduccidon que intervienen:

Etapa reductora. Se presentan dos formas fisioldgicas de reduccion, la asimilativa
y la desasimilativa. En la primera, el sulfato es reducido a sulfuro (HS’) para la biosintesis
de compuestos con azufre (R-SH). En la reducciéon desasimilativa el sulfato es reducido a

sulfuro en condiciones anodxicas, siendo el sulfato utilizado como ultimo aceptor de
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electrones. Esta reduccién esta acoplada con la oxidacién de materia organica y se genera
ATP y poder reductor (Madigan et al., 1999).

Los MSR desasimilativos tienen una gran importancia ecoldgica en los ciclos del
carbono y del azufre, debido a que mineralizan la materia organica en los ambientes
anaerobios. Varios compuestos inorganicos azufrados como el tiosulfato, el sulfito y el
azufre elemental pueden ser utilizados como aceptores de electrones para la respiracion
anaerdbica por microorganismos sulfatorreductores o de otro tipo (Figura 1.1 b). En las
Ec. 1 a 4, se muestra la estequiometria de la reduccion de algunos compuestos azufrados
a sulfuro. Todas las reacciones son exergodnicas y el valor de la enegia libre de Gibbs de la

reduccion de azufre elemental a sulfuro es seis veces menor que la reduccion de tiosulfato

y sulfito.

S0 + 4 H, + H* - HS + 4 H,0O -152.2 KJ/ reaccion Ec. 1
SZO3Z'+ 4 H, - 2 HS + 3H,0 -174 KJ/ reaccion Ec. 2
SO+ 3H,+H" > HS + 3 H,0 -173 KJ/ reaccion  Ec. 3
S%+ H, - HS + H* -27.8 KJ/ reaccién  Ec. 4

Etapa oxidativa. Este proceso comprende todas las reacciones de oxidacion. La
oxidacion bioldgica de sulfuro puede proceder en condiciones aerdbicas y andxicas (Jensen
y Webb, 1995). Bajo esas condiciones, el oxigeno, nitrato, o didxido de carbono podrian
ser utilizados como aceptores de electrones. En condiciones aerdbicas los microorganismos
sulfuro oxidantes utilizan el oxigeno como aceptor de electrones (Ec. 5y 6) (Kelly, 1999).
En condiciones anodxicas desnitrificantes, los microorganismos sulfuro oxidantes liberan
electrones de los compuestos reducidos del azufre, para formar N, a partir del nitrato (Ec.
7 y 8) (Beristain, 2007). En ausencia de oxigeno, los microorganismos fotétrofos del azufre
utilizan la luz solar como fuente de energia para la oxidacion del sulfuro y la asimilacion
del CO, (Cork et al., 1986). Bajo condiciones de suficiente cantidad de oxigeno o nitrato, la
oxidacién de sulfuro es exergdnica, procede espontaneamente. En las Ecuaciones 5y 6 se
observa que la estequiometria de la reaccion de los productos finales esta en funcion del
0,. Se requiere cuatro veces menos O, para la conversion de sulfuro a azufre que para la
oxidacion completa a sulfato. Lo mismo se observa cuando se comparan las Ec. 7 y 8,

para la conversion de sulfuro a azufre acoplada a la desnitrificacion.
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HS +20, - S04 + H* -772.4 KJ/ reaccion Ec. 5
HS + 050, — S + OH -186.7 KJ/ reaccién Ec. 6
S* +1.6 NO; + 1.6 H* - SO,7 + 0.8N, + 0.8 H,0  -743.9 KJ/ reaccién Ec. 7

S* 4+ 0.4NO;+24H" - S°+0.2N,+ 1.2H,0 -191 KJ/ reacciéon  Ec. 8

Empleando el conocimiento basico del ciclo del azufre se han desarrollado
aplicaciones biotecnoldgicas para eliminar los compuestos azufrados. Dichas aplicaciones
constan de dos etapas: en la primera de ellas se lleva a cabo la reduccién de sulfato a
sulfuro (sulfatorreduccion) y en la segunda el sulfuro es oxidado bioldgicamente a azufre
elemental (sulfoxidacion), pudiendo ser sedimentado el S° y separado para su confinacion.
En la actualidad se estan realizando estudios para convertir el sulfato en S° en una sola
etapa, pretendiendo llevar a cabo en un solo reactor la reduccién de sulfato a sulfuro y la
oxidacién de sulfuro a S°, mediante aireacién (Celis-Garcia, 2004; Gonzalez, 2007). La Ec.
9 indica, no obstante, que la reaccién de sulfato a S° en ausencia de O, es exergdnica.
Asimismo, Fdz-Polanco et al. (2001) propusieron la Ec. 10 para explicar el comportamiento
observado en su trabajo. Hasta ahora los trabajos en el tema no sefialan la reduccion
parcial de sulfato a S° (sin la adicién de O,) en PSR. Este podria ser uno de los principales

retos en el tratamiento bioldgico de los compuestos oxidados de azufre.

SO~ +2H" +3H, - S° +4H,0 -124.4 KJ/ reaccién  Ec. 9

SO.% + 2NH,* - S%+ N, + 4 H,0 -45.3 KJ/ reaccion  Ec.10

La etapa del ciclo biolégico del azufre en la que se enfoca este trabajo esta en la
reduccion desasimilativa del sulfato. A continuacién se describen los aspectos mas

relevantes relacionados con este proceso respiratorio y el tratamiento de aguas residuales.
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Figura 1.1. El ciclo biolégico del azufre. a) ciclo simplificado, b) intermediarios (---),

substratos alternos (). Modificado de Robertson y Kuenen,1992; Briser et al., 2000;
Celis-Garcia, 2004.

1.2. Sulfatorreduccion desasimilativa
1.2.1. Tratamiento de aguas residuales con sulfato

El sulfato es un compuesto no volatil, ni toxico (Widdel, 1988). De hecho, la
presencia de sulfato no constituye una amenaza directa para el ser humano, aunque se ha
encontrado que puede causar problemas estomacales en nifios. Sin embargo, la agencia
de proteccién ambiental de los Estados Unidos de Norteamérica (EPA) ha establecido un
limite maximo permisible para aguas subterraneas de 250 ppm. Valores similares se han
establecido en las normas de Holanda para la descarga de sulfato en el alcantarillado. El
problema de desechar efluentes con altas concentraciones de sulfato radica en la eventual
formacion de sulfuro bajo condiciones andxicas, ocasionando problemas en el ambiente
debido a las propiedades tdxicas de éste para los organismos vivos. Por esta razén se
vuelve indispensable el tratamiento de efluentes con sulfato disuelto (Hulshoff Pol et al.,
2001).

Las aguas residuales con sulfato pueden ser tratadas por métodos fisicoquimicos y
procesos bioldgicos. La eliminacion bioldgica de sulfato es una mejor alternativa
comparada con los costosos y algunas veces complejos métodos fisicoquimicos, tales
como 6smosis, electrodidlisis y nanofiltracion. La precipitaciéon es una alternativa, sin
embargo en algunos casos se forman compuestos tdxicos y se requiere de varios pasos en
el tratamiento (Lens et al., 1998b).
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Los procesos bioldgicos son frecuentemente empleados para el tratamiento de las
aguas residuales industriales y domésticas. Su finalidad es la eliminacion de la materia
organica, nitrégeno, azufre y otros contaminantes. Diversos tipos de aguas residuales,
para los cuales el tratamiento anaerdbico es considerado econdmicamente atractivo,
tienen altas concentraciones de sulfato, sulfito u otros compuestos oxidados del azufre.
Algunos tipos de aguas residuales generadas por la industria de la pulpa y el papel,
teneria, procesadoras de mariscos y de la viscosa y rayén contienen sulfato (1.2 a 3 g
SO,/L) y diversos compuestos organicos (1 a 17 g DQO/L) (Kroiss et al., 1985; Habets y
de Vegt, 1991; Méndez et al, 1995; Shin et al., 1996). Otras aguas residuales como las
generadas por la fotografia, la industria farmacéutica y la fermentacion presentan mayores
concentraciones de materia organica que de sulfato (30 a 68 g DQO/L y 2.5 a 8 g SO./L),
en contraste con la industria del aceite comestible (10 a 50 g SO4/L y 2 a 6 g DQO/L)
(Hoeks et al, 1984, Svardal et al, 1993; Lens et al, 1998b). Las aguas residuales
generadas en la produccién de TNT y la refineria (sosas gastadas) tienen elevadas
concentraciones tanto de sulfato como de materia organica (20 a 51 g SO,/Ly 68 a 320 g
DQO/L) (Hao et al., 1994; Olmos et al., 2004).

El tratamiento bioldgico de aguas residuales con sulfato y materia organica es
realizado a través del PSR. La aplicacion del PSR se ha incrementado principalmente para
el tratamiento de aguas residuales de las industrias quimicas, mineras y galvanicas
(Hulshoff Pol et al, 2001). La precipitacion del sulfuro metalico reduce los potenciales
problemas toxicos causados por metales pesados en el proceso de la digestién anaerobia.
Algunos ejemplos de la aplicacién del PSR son la eliminacién simultdnea de metales y
sulfato de agua subterranea (Scheeren et al., 1991); la eliminacién de sulfato de desecho
de acido sulfurico (Stucki et al, 1993) y la eliminacion de metales tdxicos de aguas
residuales de mineria (Maree et al., 1987).

Se han disefiado diversos reactores anaerobios para estudiar el tratamiento de
aguas residuales con sulfato y materia organica (Tabla 1.1). La materia organica en estos
sistemas suele ser eliminada tanto mediante sulfatorreduccion como por metanogénesis.
Un factor ambiental que orienta el proceso podria ser la relacion DQO/SO,. Tedricamente,
las aguas residuales con una relacion DQO/SO, de 0.67 tienen estequiométricamente
suficiente sulfato para mineralizar completamente la materia organica por
sulfatorreduccion. Con una relacién DQO/SO, menor de 0.67, la concentracion de materia
organica es insuficiente para la reducciéon del sulfato. Si el objetivo del tratamiento es la

eliminacion de sulfato, debe adicionarse sustrato reductor extra.
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Tabla 1.1. Eficiencias de consumo de sulfato y materia organica en digestores anaerobios
de aguas residuales con sulfato en reactores continuos. Adaptado de Lens et a/. (1998b).

Tipo de Influente Efluente Ref.
reactor
Donador de DQO/SO0, SO, (g/L) Epgo (%) Esos
electrones (%)
UASB Sacarosa 4-2.8 1.4-2 NR 60-70 1
AF Acido citrico 7.58 3.4 NR 93 2
UASB Almidon y 16.6 0.03 88 86 3
sacarosa 3.33 0.15 88 94
0.83 0.6 86 42
MUSB Acetato 2 0.1-0.2 NR 35 4
CAD Alimentos del 17-22 0.6-2.7 NR 96 5
mar
EGSB Acetato 0.41-0.54 1.2-4.6 NR 27-68 6
Propionato
butirato
USSB Acetato 0.5 1-12 NR 35 7
Propionato
butirato
UASB Melaza 6.6-1.1 0.45 50-80 50-80 8
0.66 0.45 70 40
0.23 0.45 40 10
UASB Lactato 1.6 1.5 90 64 9
Propionato 0.67 4.5-5.5 90 43-71
Butirato

Epqo, eficiencia de consumo de DQO; Esos, eficiencia de consumo de sulfato; CAD, central
activity digester, UASB, upflow anaerobic sludge bed reactor; AF, anaerobic filter; MUSB,
microaerophilic granular sludge bed reactor; USSB, upflow staged sludge bed reactor;
EGSB-expanded granular sludge bed reactor; NR, no reportado.

1. Clancy et al. (1992); 2. Colleran et al. (1994); 3. Harada et al. (1994); 4. Arora et al.
(1995); 5. Omil et al. (1995); 6. Omil et al. (1996); 7. Lens et al. (1998a); 8. Annachhatre
y Suktrakoolvait (2001); 9. Celis-Garcia, (2004).

En la Tabla 1.1 se presentan las eficiencias de consumo de sulfato con diferentes
relaciones DQO/S0O,. En ella se observa que con una relacion DQO/SO, superior a la
estequiométrica las eficiencias de consumo de DQO y SO, son elevadas. No obstante, a
esta relacion DQO/SO, la concentracion de sulfato no fue suficiente para mineralizar la
materia organica por el PSR (esto es, un exceso de poder reductor), lo que podrian dar
lugar a condiciones ambientales que permitieron la eliminacién de ésta mediante
metanogénesis. Con una relacién DQO/SO, estequiométrica o menor, las eficiencias de
consumo de sulfato son menores del 70%, pero se presenta una disminucién en el
proceso metanogénico, y sugiere que bajo estas condiciones el proceso predominante es
la sulfatorreducciéon. Como se aprecia, con relaciones DQO/SO, cercanas a la

estequiométrica la sulfatorreduccion es parcial y esto podria ocasionar problemas al
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ambiente. Por lo anterior, se requiere de mas estudios para entender el PSR y establecer
condiciones de cultivo que mejoren el proceso.

Otro factor que debe ser considerado en el estudio de los procesos bioldgicos, es el
referente a la conversion de sustrato consumido, ya sea hacia la formacion de biomasa
(Yxs) o de productos (VYps). Estos pueden ser expresados por los coeficientes de

rendimiento empleando las siguientes ecuaciones:

Yys= AX/Sc Ec. 11 Yes= Ap/Sc Ec. 12,

donde Ax es el incremento de la concentracién de biomasa, Ap el incremento en la
formacion del producto y Sc la concentraciéon de substrato consumido. Asi, los
rendimientos muestran el destino final de los substratos consumidos e indican la posible
predominancia de una ruta metabdlica sobre otra. En este sentido, son pocos los trabajos
relacionados que muestran los valores de rendimientos. Uno de ellos es el de Kaksonen et
al. (2003) en el cual obtuvieron valores de Yy (g biomasa/g lactato oxidado) de 0.039-
0.054, mientras que las eficiencias de consumo organico fueron cercanas al 100%. Los
valores de Yy, normalmente indican que la formacién de biomasa es casi nula y puede
decirse que el proceso debera ser practicamente desasimilativo, dado que los valores de
AGO’ son usualmente bajos. Por otro lado, EI-Bayoumy et a/. (1999) obtuvieron valores de
rendimiento de sulfuro disuelto cercanos a 1, con valores de eficiencia de consumo de
sulfato menores al 30%. Un PSR poco eficiente, pero donde el sulfato que se consumid
fue reducido en su totalidad a sulfuro.

Por otro lado, la baja eficiencia del PSR, segln el punto de vista de algunos
autores, parece estar asociada con las interacciones competitivas entre microorganismos
sulfatorreductores y otros microorganismos anaerobios para utilizar los donadores de
electrones disponibles (Yoda et al, 1987, Harada et al, 1994). La reaccion de
sulfatorreduccién con lactato y propionato como donadores de electrones es
termodinamicamente mas favorable que otras reacciones microbianas con estos sustratos
(Tabla 1.2). Sin embargo, cuando se emplea acetato, los valores de la energia libre de
Gibbs para el PSR y la metanogénesis son similares. Las propiedades cinéticas de las
diferentes cepas también influyen en los procesos microbianos, sin desacartar la enorme
influencia que tiene la estequiometria del medio de cultivo (o de los influentes) lo que

hace que las condiciones ambientales de ambos procesos sean muy diferentes.
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Tabla 1.2. Reacciones involucradas en biorreactores anaerobios con lactato (LA),
propionato (PA), acetato (AC) e hidrégeno.

Reacciones WpGe Proceso Cepa Ecuacién
Clostridium 13
LA" +2H,0 - AC'+ 2H, + HCO5'+ H* -4.28 Acetogénesis formicoaceticum
LA+1.5H,0-1.5CH,4+1.5HCO; +0.5H* -102.7°  Metanogénesis 14
. Clostridium
Fermentacion L
propionicum
LA" - 0.66PA"+ 0.33AC + 0.33HCO3 + 0.33H*  -54.7%¢  Fermentacién por 15
reductoras de Desulfobulbus
sulfato
N 16
LA + 1.5 50,2 - 3HCOy + 1.5 HS + 0.5H"  -127.6%¢ PR~ oxidadon o cpacter
completa
LA +0.550,2 - AC+HCO; +0.5HS +0.5H* -g0.1b¢ PSR oxidacion  Desulfovibrio  y 17
incompleta Desulfotomaculum
Desulfobacter 18
AC+ SO,* - HS ™+ 2HCO;5 -47.6>¢ PSR Desulfobacterium
Desulfotomaculum
- ; a1 (@ - Methanothrix y 19
AC+ Hy0 - CHs+ HCO3 31.0 Metanogenesis Methanosarcing
20
PA"+ 3H,0 - AC'+ HCO3+ H*+ 3H, +76.12  Acetogénesis Syntrophobacter
PA™+0.7550,> >AC+HCO;5 +0.75HS + 0.25H* idacié 21
N : 37504 PSR oxidadion o0 e pibus
incompleta
PA'+ 1.75504 - 1.75 HS+ 3HCO, + 0.25H"  -85.3°  PoR ~ oxidacion  Desulfococcus —y 22
completa Desulfobacterium
H, + 0.25 H*+ 0.25 SO,* - 0.25 HS™ + H,0 -3g° PSR Desulfovibrio 1
- + o 23
Hy + 025HCOs+ 0.25H -0.25CH,+ 0.75 35 g0 Metanogénesis Methanobacterium

H,O

(1), Kloul/reaccién; @ Thauer et al, 1977; °, Valores calculados en este trabajo con
energias libres de Gibbs de formacion compilados de Madigan et al., 1999 (T, 25 °C, pH,
7, P, 1 atm); ¢, Hao et al., 1996; ¢, Widdel, 1988, asociacidn sintréfica de reductoras de
sulfato (acetogénicas) con metanogénicas.

En consorcios anaerobios en condiciones desasimilativas, en los que el crecimiento
microbiano es despreciable, el valor de afinidad del substrato (Ks) podria ser de mayor
relevancia en la determinacion de la velocidad especifica del proceso (g). La concentracién
celular, la concentracion de sustrato o el tipo de sustrato también influenciaran los valores
de los parametros cinéticos. Asi:

dS/dt= qs [X] Ec. 24

Donde s (1/tiempo) es la velocidad especifica de consumo y X la concentracion

microbiana. Asimismo, la expresion puede definirse de la manera siguiente:

-dS/dt=q; [S] Ec. 25
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En esta ecuacion se observa que la cinética es de orden uno y que depende de la
concentracion de sustrato. Para que las ecuaciones anteriores describan de modo mas

explicito el proceso, qs puede ser sustituida por la ecuacion de Monod.

Gs=0max [S]/ Ks + [S] Ec 26

Donde Ks es la constante de afinidad del cultivo por el sustrato S. Si se sustituye la
Ecuacidén 26 en la ecuacion 24 se observa que la velocidad del consumo de substrato

depende de la concentracion del mismo, y se tiene lo siguiente:

r=-dS/dt= (Qmax [S]/ Ks+ [S])[X] Ec 27

La velocidad volumétrica r de la Ecuacion 27 sefiala claramente la dependencia del
cultivo en funcidn de la concentracion de la biomasa, del sustrato y de la afinidad por el
sustrato (o por el tipo de sustrato). No obstante, si la concentracion de S y X son las
mismas, la velocidad dependera de Ks.

Los MSR tienen una alta afinidad por sulfato (Ksos), aunque a bajas
concentraciones de sulfato diferentes tipos microbianos competiran también por el sulfato
disponible. Yoda et al. (1987) y Visser (1995) presentaron valores de Ksos cOn acetato en
un intervalo de 18 a 45 mg/L, mientras para lactato Ingvorsen y Jorgensen (1984) y
Nielsen (1987) obtuvieron un intervalo de valores de 0.1 a 7 mg/L.

La Tabla 1.3 muestra datos cinéticos que predicen cierta ventaja de los MSR sobre
los microorganismos metanogénicos (MM) por el hidrégeno, en contraste con los valores
para el acetato. De hecho, se ha encontrado que el acetato es convertido completamente
en metano en presencia de un exceso de sulfato (Hoeks et al, 1984; Mulder, 1984;
Rinzema et al., 1986), mientras que otros autores han observado la sulfatorreduccion de
ese sustrato (Choi y Rim, 1991). Estos resultados podrian ser explicados por la similitud en
los valores de Ks y de la energia libre de Gibbs, mientras que otras variables como la
relacion C/S (y la concentracion de sulfato), relacion C/N, pH, temperatura y concentracion
de sulfuro, por mencionar algunos, podrian también influenciar la orientacion del proceso
respiratorio (Lens et al, 1998b; Omil et a/., 1998; Annachhatre y Suktrakoolvait, 2001).

Se sabe que algunas bacterias acetogénicas requieren de la asociacion sintrofica
con bacterias  sulfatorreductoras para la  mineralizacion  del  propionato.
Desafortunadamente, hay poca informacion disponible sobre los valores de Ks para

propionato, lo que dificulta el analisis de los procesos microbianos con propionato en
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cultivos sintréficos y sulfatorreductores cuando estad presente el sulfato. Asimismo, los
valores de Ks son escasos para cultivos axénicos y para procesos con lactato bajo
condiciones sulfatorreductoras, y por ahora no es posible predecir tampoco el resultado de
la posible competencia entre MSR y bacterias fermentativas con lactato. A concentraciones
bajas de sulfato se ha visto que Clostridium sp. presenta valores de Ks mayores que
Desulfovibrio sp. (Zellner et al., 1994). Como puede observarse, aln falta mucho trabajo

experimental por realizarse.

Tabla 1.3. Datos cinéticos de microorganismos sulfatorreductores, metanogénicos,
acetogénicos y fermentativos en presencia de hidrégeno, acetato, propionato y lactato.

Donador de electrones Proceso Indculo Ks
mM
H, Sulfatorreduccion Desulfovibrio sp.? 0.003
Metanogénesis Methanospirillum hungatei ® 0.006
Acetato Sulfatorreduccién Desulfobacter postgatef 0.2
Desulfobacter postgatel 0.06
Cultivo enriquecido® 0.17
Lodo granular® 0.93
Lodo suspendido® 0.17
Lodo suspendido’ 0.1
Metanogénesis Cultivo enriquecido® 0.55
Lodo granular® 0.9
Lodo suspendido® 0.48
Propionato Sulfatorreduccion Cultivo enriquecido® 0.85
Sintroffa Cultivo enriquecido” 2.2
Lactato Sulfatorreduccion D. desulfuricans' 0.024
Sin SO, Desulfovibrio sp.} 1.5
Fermentacion Clostridium sp. 2.5

3 Robinson y Tiedje (1984), pH, 6.7, T, 37; °, Schénheit et al. (1982);¢, Ingvorsen et al.
(1984); ¢, Yoda et al, (1987), pH, 7.5, T, 30 °C; ¢, Visser, (1995), pH, 7.5, T, 30 °C; ',
Middlenton y Lawrenece, (1977), T, 31 °C; ¢, Maillacheruvu y Parkin, (1996), " Gujer y
Zehnder, (1983), T, 33 °C; !, Okabe et al. (1992), pH, 7, T, 35 °C; ’, Zellner et al. (1994).
Por otro lado, cuando el lactato esta presente como fuente reductora en el PSR se
llega a observar la acumulaciéon de acetato y/o propionato (McCartney y Oleszkiewicz,
1991; Maillacheruvu et al., 1993). La acumulacion de estos compuestos se traduce en una
disminucion significativa en las eficiencias y velocidades de consumo del PSR. Omil et al.
(1998), empleando un reactor UASB para eliminar sulfato y una mezcla de acetato,
propionato y butirato (AGV) con dos relaciones DQO/SO, (0.5 y 2), observaron diferencias
en las velocidades especificas de consumo (g) de los AGV mediante sulfatorreduccion. A la
relacion DQO/SO, de 2 la velocidad especifica de consumo de acetato, propionato y
butirato en términos de DQO fue de 0.25, 0.42 y 0.5 g DQO/g SSV d, respectivamente,
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mientras que con exceso de sulfato (DQO/SO,4 de 0.5) fue de 0.53, 0.73 y 0.73 g DQO/g
SSV d, respectivamente. Estos resultados indicaron que las velocidades especificas de
consumo mejoraron de manera significativa via sulfatorreduccion cuando se emplea una
relacion cercana a la estequiométrica (DQO/SO, de 0.67) para este proceso. Maillacheruvu
y Parkin (1996) con sulfato en exceso, presentaron velocidades de consumo especifico

para acetato y propionato de 4.6 y 3.3 g DQO/g SSV d.

1.2.2. Microbiologia y fisiologia de la sulfatorreduccién

Muchos organismos usan sulfato como fuente de azufre en sus procesos de
biosintesis. Los microorganismos que utilizan sulfato como aceptor de electrones fueron
llamados sulfatorreductores. Actualmente se han identificado cerca de 18 géneros que
pueden llevan a cabo la sulfatorreduccién desasimilativa, los cuales presentan una
morfologia diversa (espiral, vibrios, ovoide, bacilo, cocoide) (Widdel y Bak, 1992). Se han
clasificado con ayuda del analisis filogenético basado en el gen 16S rRNA y han sido
agrupadas en: bacterias sulfatorreductoras (BSR) mesofilicas Gram negativas, BSR
formadoras de esporas Gram positivas, BSR termofilicas y arqueas sulfatorreductoras
(ASR) termofilicas. Las BSR Gram negativas se encuentran localizadas en la subdivision d-
Proteobacteria, en donde también existen otras bacterias no sulfatorreductoras. Dentro de
esta division hay dos familias relevantes de BSR: Desulfovibrionaceae 'y
Desulfobacteriaceae. La familia Desulfovibrionaceae esta formada basicamente por
especies del género Desulfovibrio (Voordouw, 1995). Los géneros principales de la familia
Desulfobacteriaceae son Desulfobacter, Desulfococcus y Desulfobulbus, entre otros. El
género Desulfotomaculum es el mas representativo de las BSR Gram positivas y sus
especies forman esporas. Los microorganismos sulfatorreductores termofilicos se dividen
en especies bacterianas y arqueas (Castro et al, 2000). Algunas caracteristicas que se
consideran representativas de los MSR incluyen el contenido el contenido de
desulfoviridina y citocromos presentes (b, ¢ y ¢3). El citocromo c; probablemente se
encuentra en organismos que usan este aceptor de electrones, que tiene la funcidon de
transportar los electrones desde la fuente de energia al idn sulfato en los pasos del
adenosin fosfosulfato y del sulfito, descritos en detalle mas adelante. Asimismo, los
microorganismos reductores de sulfato capaces de oxidar acetato y otros acidos grasos
también contienen un citocromo de tipo b que se supone esta implicado en la cadena de
transporte de electrones de estas especies. Sin embargo, algunos MSR que emplean
acidos grasos no parecen presentar este citocromo, de acuerdo a las caracteristicas que

presentan algunos autores, lo que podria parecer contradictorio. Otro constituyente que se
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considera una caracteristica de estos microorganismos es una proteina que exhibe
actividad sulfito reductasa conocida como desulfoviridina (Desulfovibrio, Desulfomonas,
Desulfococcus, Desulfonema) o Psg, (Desulfotomaculum y Desulfonema), y que podria
catalizar la reaccidn de transferencia de seis electrones (Madigan et a/, 1999).

Algunos MSR son quimiolitotréficos y consumen un compuesto inorganico (H,)
como donador de electrones para reducir el sulfato y utilizar CO, como fuente de carbono
(Voordouw, 1995). Los MSR pueden ser también quimiorganotrdficos, consumiendo
compuestos organicos como donadores de electrones y fuente de carbono. Algunos
donadores de electrones usados para soportar la sulfatorreduccion se muestran en la
Tabla 1.1, entre los que se encuentran formiato, acidos grasos ramificados, una gran
variedad de alcoholes como etanol y metanol, compuestos aromaticos, acidos
monocarboxilicos, dicarboxilicos, algunos aminodacidos, azlicares y largas cadenas de
alcanos saturados. La literatura muestra que ciertos MSR pueden deshalogenar
compuestos organoclorados (Ensley y Suflita, 1995). En este sentido, la estimacién de la
energia libre de Gibbs (-130 a -180 KJ/reaccion) y los potenciales redox (E°’, +260 a +480
mV) para un amplio intervalo de compuestos halogenados alifaticos y aromaticos han
indicado que son excelentes aceptores de electrones (Dolfing y Harrison, 1992; Dolfing y
Janssen, 1994). De hecho, desde hace mas de dos décadas, fue aislada y caracterizada
Desulfomonile tiedjei una cepa capaz de acoplar la deshalogenaciéon reductiva de 3-
clorobenzoato (DeWeerd et al, 1990). El género Desulfovibrio sp también ha sido
relacionado con otros compuestos halogenados (Sun et al., 2000), sin embargo no se ha
encontrado ningun cultivo axénico que sea capaz de deshalogenar oxidativamente bajo
condiciones sulfatorreductoras, tal como lo hace Pseudomonas stutzeri. Esta especie ha
sido descrita como el primer cultivo axénico capaz de realizar la descloracion oxidativa del
2-cloroetanol bajo condiciones de nitrato reduccién (Dijk et al, 2003). Los MSR son
conocidos por poseer actividad metabdlica contra algunos de los contaminantes
ambientales mas persistentes y problematicos conocidos, como pentaclorofenol,
percloroetileno, tricloroetileno, tolueno y p-Cresol, por mencionar algunos (Ensley and
Suflita, 1995).

Los MSR han sido subdivididos de acuerdo a su capacidad de oxidacién en dos
grandes subgrupos. El grupo I (oxidacion incompleta) oxida su fuente de energia al nivel
de acetato y excretan este acido graso como producto final (Widdel, 1988). Los
organismos del grupo II (oxidacion completa) difieren de los del grupo I por su capacidad
de oxidacion de acetato y de otros acidos grasos, lactato, succinato y, en algunos casos,

benzoato para formar CO, (Widdel, 1988). Las diferencias entre estos dos grupos de MSR
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pueden deberse a su metabolismo enzimatico. Aunque se hace la generalizacion de que el
tipo de oxidacion que realizan depende del género al que pertenezcan los
microorganismos, se ha observado que el género Desulfotomaculum presenta la oxidacion
completa en algunas especies e incompleta en otras. Dentro del género Desulfovibrio,
normalmente clasificado dentro del grupo I, una especie oxida acetato y hay también
especies termofilicas, e incluso una especie del género Arqgueoglubus produce metano
(Widdel 1988; Madigan et al, 1999; Castro et al, 2000). Muchos MSR son capaces de
fermentar ciertos compuestos organicos en ausencia de sulfato o de otros aceptores
terminales de electrones. De esta forma, pueden ser utilizados lactato, piruvato,
propionato, etanol, fumarato, fructosa y malato (Stams et al, 1984; Pankhania et al.,
1988; Widdel, 1988). La fermentacién de homoacetato forma acetato a partir de H, + CO,,
formato, etanol o lactato (Cypionka y Pfennig, 1986). Ademas de usar sulfato como
aceptor de electrones, muchos MSR obtienen energia usando sulfito, tiosulfato, azufre
elemental, fierro III, nitrato (NOs), nitrito (NO,) y otros iones como aceptores de
electrones (Widdel y Pfennig, 1984; Hamilton, 1998). Algunos MSR también pueden fijar N,
pero esta propiedad no esta distribuida uniformemente en el grupo. Representantes de los
géneros Desulfovibrioy Desulfobacter es mas probable que fijen N, (Madigan et al., 1999).

Los MSR estan esparcidos en ambientes acuaticos y terrestres que se vuelven
anoxicos debido a procesos microbianos de descomposicidén. Los MSR estan ampliamente
distribuidos en sedimentos marinos, de lagos y lagunas de agua salada, yacimientos
petroleros e intestinos de animales, tolerando un amplio intervalo de pH y temperatura.
Sin embargo, los MSR llegan a estar presentes en ambientes 6xicos (Cypionka, 2000).

Se ha evidenciado que el O, puede ser reducido por algunos MSR y han sido
descritas en ellos enzimas reductoras de oxigeno (Postgate, 1984; Abdollahi y Wimpenny,
1990; Diling y Cipionka, 1990, Cypionka, 2000). La reaccion con oxigeno es
termodinamicamente mas favorable, pues, la energia libre de la oxidacion de H, con
oxigeno es mucho mas negativa (-237 KJ/ reaccidon) que con sulfato (-39 KJ/ reaccion).
Asimismo, el O, puede ser reducido sin la activaciéon de consumo de ATP, como se
requiere para sulfato (Cypionka, 2000). Ademas, se ha encontrado que algunos MSR con
0O, pueden oxidar compuestos de azufre inorganico reducido. Sulfuro, sulfito, azufre
elemental y tiosulfato pueden ser completamente oxidados a sulfato (Dannenberg et al.,
1992). De aqui que algunos autores se atrevan a decir que estos microorganismos son
capaces de catalizar todas las reacciones del ciclo del azufre (Cypionka, 2000). La
informacion anterior nos muestra la diversidad metabdlica de estos microorganismos, que

fueron nombrados hace muchos afios sélo como sulfatorreductores.
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1.2.3. Bioguimica de la sulfatorreduccion

En la reduccion asimilativa de sulfato, el sulfuro formado se convierte
inmediatamente en azufre organico bajo forma de aminoacidos (cisteina y metionina) y
diversas coenzimas (coenzima A y biotina), y en la desasimilativa se secreta. La diferencia
radica en la ruta bioquimica de la formacidon de sulfuro (Figura 1.2). El i6n sulfato es
estable con un potencial redox bajo y no puede consumirse sin que antes se active.
Después de ser transportado al citoplasma, el sulfato se activa por el ATP, y la enzima ATP
sulfurilasa cataliza el enlace del sulfato al fosfato alfa del ATP originando la formacién de
adenosin 5'-fosfosulfato (APS) y liberando pirofosfato. La enzima ATP sulfurilasa tiene un
equilibrio desfavorable (Keq ~107 M) en la direccién de la formacion de APS, y aunque el
ATP es hidrolizado la reaccién es fuertemente endergonica (Ec. 28). Se ha postulado que
la reaccion es favorecida por la hidrolisis del pirofosfato, mediada por una pirofosfatasa
(Ec. 29) y por la reaccion mas exergonica de la reduccion de APS a sulfito y AMP mediada
por la APS reductasa (Ec. 30). El AG? de la reaccidon global es termodinamicamente
favorable (Ec. 32). Asimismo, se ha observado que el molibdato puede interactuar con la

enzima ATP sulfurilasa y ocasionar un ineficaz consumo de ATP (Nemati, 2001).

SO.* + ATP + 2H" - APS + PPi +46 KJ/ reaccién Ec.28
PPi + H,O - 2 Pi -22 KJ/ reaccion Ec.29
APS + H, - HSOs™ + AMP + H* -69 KJ/ reaccién Ec.30
AMP + ATP - 2ADP 0 KJ/ reaccion Ec.31
SO4* + Hy+ H* + 2ATP + H,0 -HSO5™ + 2 ADP + 2Pi -45K]/reaccién Ec.32

Posteriormente, el sulfito es reducido a sulfuro mediante una serie de pasos poco
conocidos. Se ha identificado una sulfito reductasa, pero no estd claro si esta enzima
también reduce todos los intermediarios potenciales entre el sulfito y el sulfuro. La sulfito
reductasa encontrada en Desulfovibrio vulgaris parece ser parcialmente inhibida por
arsenito en concentraciones de 102 a 10* M (Kobayashi et al., 2000). En la reduccién de
sulfito a sulfuro se han propuesto diferentes pasos. En la Figura 1.2 se ha incluido uno de
ellos, que involucra un mecanismo de recirculacion del sulfito (SOs) que es liberado
durante la reduccién de tritionato (S;0¢*) a tiosulfato (S,05%) y de la reduccién de
tiosulfato a sulfuro (Kobayashi et al, 1969). El AG® de las reacciones involucradas es

negativo, el valor mas alto (-122 KJ/reaccion) ocurre durante la reduccién de tritionato a
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tiosulfato. El cambio de energia libre de la reduccidon de sulfito a sulfuro con H, como
donador de electrones es -174 Kl/reaccion (Cypionka, 1995). Por otro lado, varios
organismos incapaces de llevar a cabo la reduccion desasimilativa de sulfato pueden
realizar la reduccion desasimilativa de sulfito, probablemente porque aungue son capaces
de convertir él sulfito a H,S carecen del sistema APS. La antraquinona puede actuar como
un inhibidor del proceso, debido a que desacopla la sintesis de ATP de las reacciones de
transferencia de electrones asociados con la respiracion de sulfato que dependen de H,
(Cooling III et al., 1996).

GE (r») @8 (2or

ATP sulfurilasa

ATP gquinasa
NADPH

APS reductasa

PAPS reductasa
NADP+
[ﬁj SO;2
Bisulfito reductasa %‘;
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3~6 —
6e
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Figura 1.2. Reduccidon desasimilativa de sulfato a sulfuro via tritionato y reduccion
asimilativa de sulfato para la formacién de cisteina en Escherichia coli. APS, adenosin 5'-
fosfosulfato; PAPS, fosfoadenosin fosfosulfato; PAP, fosfoadenosin 5'-fosfato. Modificado
de Kobayashi et a/., (1969) y Madigan et al., (1999).

La diferencia entre la sulfatorreduccion desasimilativa y asimilativa se presenta
después de la formacion del APS. En la sulfatorreduccion asimilativa la formacion de APS
sigue otra via distinta, se anade otro fosforo al APS para formar fosfoadenosin fosfosulfato

(PAPS). Por medio de la fosfoadenosin fosfosulfato reductasa se transfieren dos electrones
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para formar sulfito y la sulfito reductasa cataliza la transferencia de 6 electrones de 3
moléculas de NADPH al sulfito, con la formacion de sulfuro (Figura 1.2). Ya que éste es
tdxico para muchos microorganismos, el sulfuro es inmediatamente incorporado en o-
acetilserina en muchas bacterias. El producto formado, L-cisteina, es el mas importante
precursor de compuestos de azufre de la célula. Parece que los hongos combinan el

sulfuro de hidrégeno con serina para formar cisteina.

Oxidacion incompleta de sustratos

La oxidacién incompleta de lactato a acetato (Ec. 17) para la sulfatorreduccion
propuesta por Odom y Peck (1981), se realiza via piruvato y acetil-CoA, la cual podria ser
un mecanismo de formacion de ATP también para la oxidacién de piruvato, formato o
hidrégeno (Figura 1.3).

Lactato” + 0.550,%~Acetato’+ HCO; + 0.5 HS + 0.5H* -80.1 KJ/reaccién Ec.17

Probablemente una flavoproteina funcionaria como aceptor del hidrogeno en el primer
paso de la oxidacion, y la piruvato-ferredoxin oxidorreductasa se acoplaria con la
formacion de acetil-CoA. Los equivalentes reductores serian liberados por la hidrogenasa
citoplasmica y transferidos a la hidrogenasa periplasmica, que a su vez los cederia al
citocromo cs. Los electrones generados de esta oxidacion se moverian a través de la
membrana, dejando los protones en la superficie externa de la membrana. Los electrones
serian usados en el citoplasma para reducir sulfato a sulfuro, resultando en el consumo de
8 electrones. El efecto neto seria la transferencia de 8 protones a través de la membrana
citoplasmatica y el gradiente de protones conduciria a la sintesis de ATP. En resumen, 4
moléculas de H, (8 protones periplasmicos) permitirian una sintesis neta de 2.7 moléculas
de ATP por molécula de sulfato. La sintesis del producto final, acetato, también se
encuentra acoplada con la sintesis de ATP (Figura 1.3) (Voordouw, 2002).

La Ecuacién 17 probablemente involucra los siguientes pasos de oxidorreduccion (Thauer
et al, 2007):

Lactato” + 2citc; (ox) + ApH*— Piruvato + 2citc; (red)™ Ec.33

Piruvato'+ CoA+ Fdox  —acetil-CoA "+ CO, + Fdred” + 2H* Ec.34

Fdred” + 2H* - Fdox + H, + ApH* Ec.35

H, + 2citc; (ox) - 2citcs (red)™® + 2H* Ec.36
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4citcs (red)™ + 0.5 SO,.* - 4citcs (0x) + 0.5 H,S Ec.37

Los problemas energéticos para la oxidacién de lactato a acetato pueden ser vistos a
través de los potenciales redox (E°") de los intermediarios. Se sugiere que la oxidacién de
lactato a piruvato (Ec. 33), con un E°’ de -190 mV para el par piruvato/lactato, es el paso
que requiere mayor energia. Se ha encontrado que la formacion de H, a partir de piruvato,
el cual es oxidado a acetato y CO,, no requiere de energia; el E° del par acetil-
CoA+CO,/piruvato es de -500 mV y del par H*/H, de -414 mV (Thauer et al., 2007). Por
otro lado, en la oxidacion incompleta de propionato a acetato por sulfatorreducciéon (Ec.
21), se forma propionil-CoA, el cual es oxidado via metilmalonil-CoA, con succinil-CoA,
succinato, fumarato, malato, oxalacetato, piruvato y acetil-CoA como intermediarios
(Stams et al., 1984).

Propionato’+ 0.75 S0,*— Acetato+ HCO; + 0.75 HS + 0.25 H*  -37.5 KJ/reaccion Ec.21

La evidencia de esta ruta ha sido obtenida en Desulfobulbus propionicus con
propionato y sulfato (Stams et al,, 1984).

[ 2CH;-COOH

Citoplasma {Membrana | Periplasma
[ 2CH,-CHOH-COOH | | |
(Cax ) ©
® | e [fdrogenasa e
4XH 5 i
2CH,-CO-COOH 8H* l 5 i
F/lp ik o,
(200, ) N s |
4FdH > ; P
2CH,-CO-SCoA ATP SO Hidrogenasa
2Pi @ l 2CoA PPI i i J\\' 8H+
2CH3-CO0 g L ge-
@ ® 2ADP AMP | | —Cit Cs, red:)
2ATP 3H,0 g = Cit C;, ox
ADP+ Piez—— [+

Figura 1.3. Ruta desasimilativa de sulfatorreduccién de lactato a acetato en especies de
Desulfovibrio y la hipétesis del ciclo de hidrégeno. 1. Lactato deshidrogenasa, (XH) unida a
la membrana, aceptor-H no conocido; 2. piruvato-ferredoxin oxidorreductasa; 3.
fosfotransacetilasa; 4. acetato quinasa; 5. ATP sulfurilasa; 6. ATP sintasa 7. APS
reductasa; 8. sulfito reductasa; 9. hidrogenasa citoplasmica; 10. hidrogenasa periplasmica.
Modificado de Lupton et al. (1984) y Gottschalk (1986).
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La ruta del metilmalonil-CoA parece ser energéticamente mas favorable que la
oxidacion de propionil-CoA via acriloil-CoA, si se compara el potencial redox del par
fumarato/succinato (+33 mV) con el par acriloil-CoA/propionil-CoA (+69 mV), este ultimo
sugiere que se requiere mayor aporte de energia antes de que la reaccién pueda proceder
(Thauer et al., 2007).

Oxidacion completa de sustratos

Hay muchos MSR que pueden oxidar compuestos organicos tales como acetato,
lactato, acidos grasos de cadena larga, alcanos o acido benzoico completamente a CO,,
usando sulfato como aceptor de electrones. En todos los casos, el acetil-CoA es un
intermediario en la ruta hasta CO,. Algunos MSR usan el ciclo del acido citrico modificado
para oxidar acetil-CoA a CO,. La mayoria, incluido Archaeoglobus fulgides, usan la ruta del
acetil-CoA  (acetil-CoA  sintasa oxidativa (descarboxilasa)/carbon monoxido
deshidrogenasa). Los microorganismos reductores de sulfato autétrofos también usan la
via metabdlica del acetil-CoA para la fijacion de CO, (Hamilton, 1998; Madigan et al.,
1999). La oxidacion completa de acetato a CO, (Ec. 18) via acetil-CoA puede se analizada

mediante los potenciales redox (Thauer y Kunow, 1995).

Acetato+ SO, - HS'+ 2HCO; -47.6 KJ/reaccién Ec.18

A manera de recordatorio, para la reaccidon redox de dos semirreacciones cualquiera:

AE°’= E°’ (aceptor de electrones)- E°’ (donador de electrones)

Debe tenerse en cuenta que un valor positivo de AE°’ da lugar a un AG®’ negativo,
indicando una reaccion espontanea. Al combinar dos semirreacciones en condiciones
estandar, la direccion de la reaccidn espontanea sera por tanto aquella en la que se
reduzca el par redox con el potencial redox estandar mas positivo. Ahora bien, la
sulfatorreduccidn desasimilativa de acetato a CO, por la via del acetil-CoA, tiene la ventaja
de que todos los pasos de oxidacion involucrados proceden con potenciales redox mas
negativos que los del par APS/AMP+HSO; (-60 mV) y los del par HSO5;/HS (-116 mV).
Por el contrario, el ciclo del acido citrico involucra un paso, la oxidacion de succinato a

fumarato, con un potencial redox de +33 mV. La oxidacién de succinato a fumarato con
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sulfato como aceptor terminal de electrones es por tanto una reaccion endergdnica (AE®’
negativo) (Thauer et al., 2007).

El mecanismo de oxidacion de lactato a CO, con sulfato (Ec. 16) via acetil-CoA se
conoce en Archaeoglobus fulgides (arquea sulfatorreductora). La ruta es similar a la
encontrada en los sulfatorreductores Desulfotomaculum acetoxidans y Desulfobacterium

autotrophicum (Figura 1.4) (Thauer y Kunow, 1995).

Lactato” + 1.5 SO,> —» 3 HCO5 '+ 1.5 HS + 0.5H" -127.6 KJ/reaccién  Ec.16

La oxidacion de lactato a CO, esta asociada con la reduccion de la ferredoxina, coenzima
Fa20, menaquinona y un aceptor de electrones desconocido (denominado X). La oxidacion
de estos transportadores de electrones se da via sulfatorreduccion a H,S. (Moler-Zinkhan
et al, 1989; Mdler-Zinkhan y Thauer, 1990; Schmitz et a/, 1991). Una enzima que
interviene en la primera conversidon, de lactato a piruvato, conocida como lactato

deshidrogenasa puede ser una de las mas sensibles al oxigeno (Cypionka, 2000).

q
—O

Piruvato

red i ( :) C02
Acetil-CoA

Fd

CH,- H4MPT4/I\ (35
m e
ot H MPT =2

CH H, MPT
Iy
CHO-H,MPT
Q)
CHO-MER
2[H]| ~——(®
co,

Figura 1.4. Ruta de oxidacion de lactato a CO, en Archaeoglobus fulgidus. MPT,
metanopterin. 1. Lactato deshidrogenasa, 2. Ferredoxin oxidorreductasa, 3. Mondxido de
carbono deshidrogenasa, 4. N’ N*-metilene-H4sMPTreductasa, 5. N°N*-metilene-
HsMPTdeshidrogenasa, 6. N°>,N'°-metenil-H,MPTciclohidrolasa, 7. N-formilmetanofurano:
H4MPTformiltransferasa, 8. N-formilmetanofurano deshidrogenasa. Flechas gruesas indican
reacciones catalizadas por la fraccion de membrana de extractos celulares, flechas
delgadas indican reacciones catalizadas por la fraccion soluble de extractos celulares.
Abreviaciones:  CH3-HsMPT,  N°-metiltetrahidrometanopterin;  CH,=H,MPT,  N°N*-

metilenetetrahidrometanopterin; CH=H4MPT, N°,N'°-meteniltetrahidrometanopterin; CHO-

H4MPT, N°- formiltetrahidrometanopterin; CHO-MFR, formil-metanofuran; Fd..q, ferredoxin
reducida, FaxH,, coenzima reducida Fsy; [CO], CO unido a monodxido de carbono
deshidrogenasa (Thauer y Kunow, 1995).
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El CO, NO y el acetileno son algunos inhibidores de enzimas con metales, tales como las
hidrogenasas (Fe-hidrogenasas, NiFe-hidrogenasa y NiFeSe-hidrogenasa) abundantes en
el género Desulfovibrio (van Dongen, 1995). Asimismo, la oxidacion de algunos substratos
por algunas enzimas puede ser mas sensible al O, que otras, como es el caso de la
hidrogenasa de Desulfovibrio vulgaris, NADP deshidrogenasa y alcohol deshidrogenasa
(Cypionka, 1995; Cypionka, 2000).

1.2.4. El sulfuro en la sulfatorreduccién

Otro factor que podria estar asociado con la disminucion de las eficiencias y las
velocidades de consumo del PSR es la acumulacién de sulfuro. La produccion de sulfuro es
el mayor problema asociado con el tratamiento anaerobio de aguas residuales ricas en
sulfato. El sulfuro parece ser un compuesto tdxico para los microorganismos
metanogénicos, acetogénicos, y sulfatorreductores. La acumulacién de sulfuro puede
resultar en una severa intoxicacion o inhibicion del proceso de tratamiento de las aguas
residuales (Rinzema y Lettinga, 1988; Maillacheruvu et al, 1993; Annachhatre y
Suktrakoolvait, 2001; Kaksonen et al., 2004a).

El sulfuro producido en un reactor anaerobio se distribuye en S*, HS y H,S en
solucién (sulfuro disuelto), H,S en biogas, y sulfuros metalicos insolubles, de acuerdo al
equilibrio (determinado principalmente por el valor del pH). El sulfuro en soluciéon es un
acido débil (Ec. 38 y 39). El valor de pKa de la primera disociacion del equilibrio de
cantidades del H,S, es cercano a 6.9 a 30 °C (Lide, 1993). Consecuentemente, las
variaciones en el intervalo de pH entre 6 y 8 afectaran a la concentracién de H,S. La
proporcion de HS™ y H,S en el sistema puede ser calculada de manera sencilla mediante la

ecuacion de Henderson-Hasselbach (Ec. 40).

H,S (I) — H* + HS pKa, 6.9 Ec. 38
HS — H* + S pKa, 13 Ec. 39
Sal|
H - pKa + log| .| Ec. 40
PR =P g[ Acido —HJ

El equilibrio entre el H,S en solucion y el H,S en la fase gas estara gobernado por
la ley de Henry (Ec. 41), donde el coeficiente de absorcion a de la proporcidn

[mol/m?]gas/[Mol/m?]iquice de H,S tendrd un valor cercano a 1.99 a 30 °C (Wilhelm et al.,
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1977). Eso significa que el H,S en el biogas producido puede ser significativamente menor

que la concentracion de H,S en la fase liquida.

HaS (L) = a HyS (g) Ec. 41

Un posible mecanismo para explicar la toxicidad del sulfuro es que el compuesto
podria penetrar la membrana mediante gradientes osmoéticos y una vez en el citoplasma
desnaturalizar proteinas, interferir con las coenzimas A y M, y afectar el pH interno de la
célula (Widdel, 1988). El efecto téxico del sulfuro en los MSR ocurre probablemente
también cuando alguna de las especies de sulfuro (H,S, HS y S*) se combinan con el
hierro de la ferredoxina, del citocromo y de otros compuestos esenciales que contienen
hierro en la célula, causando que el sistema de transporte de electrones cese su actividad
(Hao et al., 1996). Estudios realizados con un cultivo axénico (Desulfovibrio desulfuricans)
y mixto mostraron que la inhibicién por sulfuro sobre el PSR es no competitiva y que
puede ser reversible (Okabe et al., 1995; Kaksonen et al., 2004a).

La literatura sobre la inhibicién por sulfuro es compleja, y a veces contradictoria.
Algunos trabajos muestran que la inhibicion del proceso se correlaciona con la
concentracion de H,S, a valores de pH altos y bajos (Visser, 1995). Otros senalan que esta
relacionada con la concentracion de sulfuro total (o sulfuro disuelto) en el intervalo de pH
entre 7 y 9 (Koster et al., 1986; Visser et al., 1996; O 'Flaherty et al., 1998). Ademas del
pH vy las caracteristicas del lodo, se piensa que la relacion DQO/SO,4 también influye en la
susceptibilidad de un lodo al efecto téxico del sulfuro. Estas diferencias en la tolerancia al
sulfuro fueron atribuidas al desarrollo de un consorcio sintréfico mas sensible a sulfuro a
altas relaciones DQO/SO, (3.7), en contraste con relaciones DQO/SO, < 1.6, donde las
poblaciones de MSR presentaron mayor tolerancia al sulfuro (McCartney y Oleszkiewicz,
1991 y 1993). Asimismo, esos autores encontraron que la oxidacion de acetato fue el paso
mas inhibido por sulfuro, lo que también se observd en cultivos mixtos (Uberoi y
Bhattacharya, 1995) y lodos granulares sulfatorreductores (Omil et al, 1996). Los valores
de Ki (inhibicién de la utilizacion de substrato) encontrados por Maillacheruvu et al. (1996)
para propionato, acetato e hidrogeno fueron 681, 35 y 422 mg/L de sulfuro, con lo cual
concluyeron que las ventajas cinéticas y termodinamicas de los MSR que utilizan acetato
fueron suprimidas por la sensibilidad al sulfuro.

La toxicidad por sulfuro es un factor que podria influenciar la competencia entre
MSR y MM por los sustratos (Visser et al., 1995). Los autores mencionan que a valores de

pH elevados (mayores que 7.5), los MSR que oxidan acetato probablemente dejaran fuera
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de competencia a los MM, debido a que con estos valores los MSR parecen ser menos
sensibles al sulfuro. La concentracion de sulfuro disuelto que causa el 50% de inhibicidn
(ClIso) de la actividad metanogénica varia de 240 a 1260 mg/L (pHde 7.2a8 y Tde 30 a
35 °C) (Koster et al, 1986; McCartney y Oleszkiewicz, 1993; Visser et al., 1996). En la
Tabla 1.4 se muestran los valores de Cls, para la toxicidad de sulfuro en sistemas
sulfatorreductores, los cuales varian de 100 a 1100 mg/L en un intervalo de pH de 7.2 a
7.6. El amplio intervalo de valores de Cls, para sulfuro en la literatura es discordante y
sblo en algunos casos se presenta la concentracion microbiana (g SSV/L). Esta Ultima debe
ser tomada en consideracion, debido a que la concentracion de sulfuro inhibitoria
dependera también de la concentracion de biomasa presente en los experimentos. Las
diferencias encontradas en los valores de Clsq pueden deberse a diversos factores, tales
como tipo y concentracion de sustrato, tipo (lodo suspendido, granular, biomasa adherida
y composicion) e historial (exposicion previa o tolerancia a altas concentraciones de
sulfuro) del indculo, difusion del H,S y/o sulfuro disuelto, el pH y la temperatura (Rinzema
y Lettinga, 1988; Lens et al., 1998b; Celis-Garcia, 2004).

Tabla 1.4. Concentraciones de sulfuro disuelto (SD) que causan ® el 50% de inhibicion de
la sulfatorreduccion (ICs,). Modificado de Lens et al. (1998b) y Kaksonen et al. (2004a).

Biomasa Donador de T(°C) pH SD(mg/L) Referencia
electrones
Desulfovibrio desulfuricans  Lactato 35 7 500 Okabe et al., 1992
Desulfonema magnum, Acetato 30/3 7.2 671-926  O’Flaherty et al., 1998
Desulfotomaculum 7 7.6 660-1360
acetoxidans, o
Desulfobacter postgatei
Desulfococcus multivorans  Etanol 37 7.2 851 O 'Flaherty et al., 1998
7.6 1383
Lodo suspendido Lactato/ 35 7.2-7.6 83 McCartney y Oleskiewicz,
acetato 1991
Lodo anaerobio Acetato 37 7.2 550 O "Flaherty et al., 1998
7.6 867
Lodo granular Acetato 30 7.2-7.4 615 Visser et al., 1996
8.1-8.3 1125
Lodo anaerobio Etanol 37 7.2 788-880  O’Flaherty et al., 1998
7.6 878-990
Lodo granular Propionato 35 7.5 750 Celis-Garcia et al., 2004
Desulfovibrio desulfuricans  Lactato 37 7 250 Okabe et al, 1995
Cultivo mixto Acetato/ 35 7 1000 Hilton y Oleskiewicz, 1988
lactato
Lodo suspendido Lactato 35 8 2244 McCartney y Oleskiewicz,
1993

(1) las concentraciones de tolerancia varian porque son dependientes de las condiciones
ambientales de cada caso.
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Algunos tratamientos quimicos que existen para la reduccion de sulfuros son la
dilucién del influente, operacion del reactor a pH alcalinos para reducir la concentracion de
H,S vy, la precipitacion de sulfuros con metales pesados (Lens et al, 1998b). Otros
ejemplos son las técnicas de eliminacion de sulfuro con procesos de oxidacion tales como
los tratamientos de aireacion (no catalizadas y biocatalizadas), oxidacion electroquimica,
cloracion, ozonizaciéon, o la oxidacién con permanganato de potasio o perdxido de
hidrégeno, entre otros métodos. En todos estos procesos, el azufre elemental, tiosulfato y
sulfato son los productos finales.

Entre los tratamientos bioldgicos, destaca la oxidacion parcial de sulfuro a S°. El S° es poco
soluble en agua y puede ser eliminado de las aguas residuales para su confinacion o
posterior reuso (Hulshoff Pol et al., 2001).

1.3. Estudio de la comunidad microbiana en reactores anaerobios

Cuando se alimenta un compuesto en concentraciones bajas y constantes en
biorreactores, son pocos los problemas de control y estabilidad de la funcién respiratoria
que se presentan. Pero cuando ocurren condiciones desfavorables, como cuando la
concentracion de alguna sustancia toxica es alta en el agua residual, o hay una subida de
la velocidad de carga, puede observarse una disminucion en las eficiencias de consumo.
Los problemas antes mencionados podrian estar relacionados con cambios en la estructura
de la comunidad microbiana, entre otros factores, pero en ocasiones no se presentan las
suficientes evidencias para sostener este supuesto.

El estudio de la estructura y dindmica de poblaciones microbianas en el tiempo
podria ayudar a tener mas evidencia experimental y, en consecuencia, un mejor
entendimiento del proceso desde el punto de vista microbioldgico. Dicho estudio se puede
realizar por métodos de cultivo convencionales o por técnicas moleculares. Los primeros
pueden presentar algunas limitaciones para dilucidar la comunidad microbiana, debido a
que cultivar los microorganismos para identificarlos ha limitado la comprension de la
diversidad microbiana. Se tiene la idea de que mas del 90% de los microorganismos en los
ambientes naturales no pueden ser cultivados usando las técnicas tradicionales (Amann y
Kihl, 1998). Los avances en las técnicas de biologia molecular pueden proporcionar
herramientas para seguir la estructura y dindmica de una comunidad en el tiempo,
caracterizar y cuantificar microorganismos en muestras ambientales y en reactores
bioldgicos. Algunos marcadores moleculares estan siendo utilizados para la clasificacion de
microorganismos. En MSR en concreto, el gen aps, que codifica la enzima adenosin-5'-

fosfosulfato reductasa (Friedrich, 2002), y el gen dsrAB, que codifica para las subunidades
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alfa y beta de la enzima sulfito reductasa desasimilativa (Wagner et al, 1998). Estos
genes son altamente conservados para algunas eubacterias y arqueas sulfatorreductoras,
lo que estd permitiendo describir y reclasificar nuevos géneros y familias (Ravenschlag et
al., 2000; Joulian et al, 2001; Teske et al, 2003). Estos genes se estan empleando
también en la caracterizacién de MSR dentro de comunidades microbianas (Dhillon et al.,
2003).

Para el estudio de comunidades en un consorcio es necesaria la selecciéon de un
método molecular apropiado. El uso de las técnicas de separacion de ADN por
electroforesis en gel con gradientes desnaturalizantes (DGGE) ofrece la posibilidad de
analizar géneros bacterianos especificos, dentro de comunidades complejas. Esta técnica
permite la separacion de bandas de ADN de igual tamafio (peso molecular) pero con
diferente informacién de secuencia. Por consiguiente, son altamente apropiados para
analizar secuencias generadas de una mezcla compleja. Idealmente, el perfil
electroforético (definido por el nimero de bandas) reflejard la abundancia relativa de
miembros diferentes de una comunidad microbiana (Muyzer et al, 1993; Felske et al.,
1997). Esta técnica ya se ha aplicado para determinar la filogenia de los miembros de una
comunidad microbiana (Ferris et al, 1996; Watanabe et a/., 2000).

Otro método usado en el estudio de poblaciones es el analisis de ADN polimérfico
amplificado al azar (RAPD), por ser rapido, simple, econdmico y no requerir ningln
conocimiento preliminar del genoma (Hadrys et al., 1992; Gibbs et al, 1994). Genomas
distintos dan patrones de amplificacion diferentes, utilizando oligonucleétidos cortos, con
secuencia arbitraria que dan como resultado un patron de bandas, como si de una huella
digital se tratara (Williams et al., 1990). Los patrones de bandas de esta técnica no son
siempre reproducibles, debido a que es un método sensible a pequeias variaciones en la
concentracion y pureza del ADN blanco, en la concentracién del Mg*? y en la temperatura
(Davin Regli et al., 1995; Skroch y Nienhuis, 1995; Erlandson y Batt, 1997). No obstante,
una vez controladas esas variables, permite diferenciar entre individuos dentro de las
mismas especies e incluso mutantes derivadas de las mismas cepas originales, por lo que
la técnica se ha usado ampliamente en la clasificacion de especies y el analisis filogenético
(Dweikat et al., 1993), analisis de genomas (Grajal-Martin et al., 1993) y analisis de ADN

de comunidades microbianas de suelo y lodo (Xia et al., 1995; Xie, 2004).

1.3.1. Diversidad microbiana en reactores
Se entiende por diversidad microbiana al grado de heterogeneidad del sistema; la

variedad de poblaciones diferentes de microrganismos que pueden encontrarse juntos en

pdfMachine
A pdf writer that produces quality PDF files with ease!

Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across

nearly all Windows platforms, simply open the document you want to convert, click “print”, select the
“Broadgun pdfMachine printer” and that’s it! Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

una comunidad bioldgica. En los reactores anaerobios utilizados en el tratamiento de
aguas residuales existe una gran variedad de microorganismos que consumen la materia
organica. Algunos estudios sefnalan una baja diversidad de especies en ecosistemas
abiertos, como resultado de la presion selectiva de, por ejemplo, donadores de electrones
particulares (Tirola et al, 2002), aceptores de electrones (von Canstein et al, 2002), o
inhibidores (Nyman et al, 1999). En contraste con estos trabajos, reactores
sulfatorreductores en presencia de lactato o etanol estuvieron compuestos con una mezcla
microbiana diversa (Kaksonen et al, 2004b). En este sentido, parece que la diversidad
microbiana provee un reservorio de cepas con nichos ecoldgicos complementarios que
mejoran la estabilidad del desarrollo del biorreactor bajo condiciones ambientales
cambiantes (von Canstein et al, 2002), o bien que las interacciones entre los grupos
microbianos aumentan la eficiencia y diversidad metabdlica (Fernandez et al., 2000). Por
tanto, la diversidad y flexibilidad de la comunidad microbiana podrian afadir robustez
(Kaksonen et al, 2004b) y estabilidad metabdlica bajo condiciones de variaciones
operacionales tales como descargas de sulfato, sulfuro y compuestos organicos.

La diversidad microbiana en reactores sulfatorreductores alimentados con glucosa,
lactato, acetato y propionato, entre otros sustratos, se ha estudiado con cierta amplitud.
En uno de ellos, en presencia de glucosa, se estimé que la composicion microbiana estuvo
constituida de manera importante por MSR (30% Desulfovibrio sp. y 6% entre
Desulfobacterium sp., Desulfobulbus sp., Desulfobacter sp., Desulfococcus sp.) y
microorganismos metanogénicos (13%), sin embargo, no fueron identificadas las demas
poblaciones microbianas (Raskin et al, 1996). Otro estudio sefiala que es posible
mantener un consorcio sulfatorreductor diverso empleando lactato y etanol (Kaksonen et
al, 2004b). La comunidad microbiana con ambos sustratos estuvo compuesta por
bacterias relacionadas con sulfatorreductoras conocidas (Desulfobacca sp., Desulforhabdus
sp. y Desulfovibrio sp.) y bacterias relacionadas con otros grupos diferentes (Chloroflexi,
Chlorobi y agrupadas con Spirochaetales, a [-,0- y e-Proteobacteria). Con etanol se
encontraron secuencias agrupadas con y-Proteobacteria, mientras que con lactato se
encontraron secuencias relacionadas con Nitrospira. Sin embargo, el reactor con etanol
mostrd mejores eficiencias de consumo de sustrato (77-95%) que el de lactato (60-75%).
En contraste, los estudios de la estructura microbiana realizados por Ito et al (2002) con
acetato y propionato marcado, no mostraron diferencias importantes entre ambos
sustratos en la hibridacion de sondas con BSR (Desulfobacter sp., Desulfobulbus sp.,

Desulfovibrio sp. y Desulfonema sp.).
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Por otro lado, algunos estudios en reactores metanogénicos alimentados con
glucosa han mostrado la presencia significativa de BSR. En ellos se encontraron a
Desulfovibrio sp. y Desulfobacterium sp. (Raskin et al., 1996; Fernandez et al., 2000). Esta
presencia fue atribuida a una funcién acetogénica y fermentativa (Raskin et al, 1996). De
hecho, los MSR se caracterizan por tener la capacidad metabdlica de emplear otras rutas,
ademas de la sulfatorreduccion, y no es de sorprender que sean encontradas en reactores

metanogénicos donde no hay sulfato suficiente para llevar a cabo la sulfatorreduccion.

1.3.2. Dindmica de poblaciones microbianas en reactores

Ademas de caracterizar y cuantificar las poblaciones microbianas en un sistema
bioldgico, la importancia de estudiar la dinamica de las poblaciones en el tiempo podria
permitir entender mejor cdmo son los procesos bioldgicos.

Una pregunta que nos surge primeramente cuando se estudia la dinamica de las
poblaciones es como se relaciona la estabilidad fisioldgica y microbiana de un lodo, es
decir, si un ecosistema funcionalmente estable implica necesariamente una comunidad
constante; o también al revés, si una comunidad variable implica variaciones en el patrén
respiratorio. Trabajos relacionados con este tema, presentan diferentes escenarios. Uno de
ellos es el de Fernandez et al. (1999), en el cual estudiaron la estructura de la comunidad
en un biorreactor metanogénico alimentado con glucosa durante un largo periodo en un
aparente estado estacionario. En este trabajo concluyeron que una comunidad
extremadamente dindmica puede mantener un ecosistema funcionalmente estable. Sin
embargo, llama la atencién que el dominio Archaea fue el menos variable y que la
variacion microbiana fue observada en el dominio Bacteria, entre diversos grupos
taxondmicos que exhibieron un alto grado de similitud de secuencia (es decir, que podrian
presentar un metabolismo similar). Lo anterior, ademas de presentar una comunidad
diversa, pudo haber influido en mantener la respuesta respiratoria constante. No se indica
la variacion del proceso respiratorio y solo se hace mencién al intervalo de eliminacion de
DQO (89 y 99%) y pH, haciendo dificil aseverar el estado estacionario. Puede ser
necesario el analisis de mas variables de respuesta (sustrato, intermediarios y productos,
por ejemplo) para definir el estado estacionario, permitiendo encontrar variaciones que
ayuden a ser mas exigentes en definir el estado estacionario. Por otro lado, Fernandez et
al. (2000) sugirieron que la estabilidad en la respuesta respiratoria podria estar
relacionada con una comunidad flexible, reflejada en la capacidad de cambiar el flujo de

electrones y carbono a través de los componentes de una manera eficiente.
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Fernandez et al. (2000) y Hashsham et al. (2000) estudiaron la estabilidad en la
comunidad microbiana después de la perturbacién de una descarga de glucosa en dos
diferentes comunidades microbianas en estado estacionario. Un indculo estuvo expuesto
mas tiempo en glucosa (200 d) que el otro (60 d). Los resultados indicaron que a pesar de
presentar una respuesta respiratoria similar antes de la perturbacion se desarrolld una
comunidad microbiana distinta. Asimismo, se encontraron diferencias en la fisiologia y
microbiologia después de la perturbacion de glucosa. El indculo que estuvo mas tiempo
expuesto a glucosa alcanzd la estabilidad funcional mas rapido y la estructura de la
poblacidn regreso a su estado original, de antes de la perturbacion, cosa que no sucedid
con el segundo indculo. Aunque es posible dirigir y controlar un proceso respiratorio, la
composicion microbiana no se puede predecir del todo; estos estudios, no obstante,
sugieren que la composicion y magnitud de las poblaciones microbianas podrian tener
alguna influencia en el tiempo de recuperacion de la respuesta respiratoria a cambios
drasticos en las condiciones ambientales.

En contraste con esos trabajos, en los resultados de Raskin et a/. (1996) cuando se
observa un posible estado estacionario respiratorio la comunidad metanogénica y
sulfatorreductora se encontré también estable. Las diferencias encontradas en los trabajos
mencionados anteriormente abren a nuevas preguntas que llevan a seguir con el estudio
de este tema. Un mayor estudio sobre la relacion entre el estado estacionario y la
estructura microbiana podria ayudar a comprender mejor y controlar los procesos
microbianos en reactores.

Por otro lado, se ha incrementado el interés por estudiar como son los cambios en
las poblaciones microbianas y su relacion con la respuesta respiratoria cuando se hacen
modificaciones al medio de cultivo (como la adicién de compuestos tdxicos, cambios en la
velocidad de carga, entre otros) o por conocer si el tipo de nutrientes puede determinar el
tipo de poblaciones presentes en un consorcio, o en dado caso, si los cambios ambientales
sdlo modifican el metabolismo de la poblacién microbiana. Raskin et a/. (1996) estudiaron
la dindmica de poblaciones microbianas en reactores de biopelicula, antes y después de la
adicion de sulfato. El PSR inicié inmediatamente después de la adicion de sulfato (6 h). Se
observaron cambios en la abundancia de las poblaciones; las BSR aumentaron
notablemente de 15 a 40% mientras las metanogénicas disminuyeron de 25 a 8%. La
respuesta respiratoria también cambid, el consumo de sulfato aumentd y la concentracion
de acetato y metano disminuyeron. En este caso, se observd una estrecha relacion entre
la composicién microbiana y la fisiologia cuando se modificaron las condiciones de cultivo.

Martinez (2004) cuantifico, evalué y comparé los cambios microbioldgicos de un mismo
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consorcio, que se presentaron al pasar de la desnitrificacion a la metanogénesis durante el
estado estacionario por la técnica de RAPD. Observd cambios en el patron de bandas, una
desaparicion de bandas relacionadas con poblaciones desnitrificantes y un aumento en
bandas relacionadas con poblaciones metanogénicas con el cambio del proceso.

Algunos indices ecoldgicos, como la riqueza de secuencias (S), el indice de
diversidad de Shannon-Weaver (H), el indice de equidad (J) y el del coeficiente de
similitud (), son utilizados para la interpretacion de los patrones de bandas obtenidos
(Shannon y Weaver, 1963; Nei y Li. 1979). El valor de S representa el niumero de
poblaciones, H indica la distribucidn y variacion genética dentro de las poblaciones y entre
ellas, J la distribucion de la abundancia de las poblaciones y C la similitud entre dos
poblaciones o comunidades. Cuando se estudia la dinamica de poblaciones, los indices
permiten analizar de manera cuantitativa los patrones y comparar entre diferentes
tratamientos. Xie (2004) investigd por RAPD el efecto de iones zinc sobre los
microorganismos de un lodo activado, aplicando estos indices de diversidad. Observo
cambios en los patrones de bandas con la exposicion a zinc y el tiempo de exposicion.
Aparentemente algunos microorganismos desaparecieron y otros, tolerantes al zinc,
sobrevivieron. Hubo amplias diferencias en los indices de diversidad (S, Hy J) entre el
experimento sometido a zinc al inicio y al final. Sin embargo, la velocidad de consumo de
DQO fue similar al control al final de los ensayos, pero no en las velocidades de consumo
de amonio y nitrito. El autor sugirié que la disminucién en la diversidad poblacional pudo
haber tenido un efecto negativo en algunos parametros de evaluacion de la respuesta
respiratoria (amonio y nitrito) y que posiblemente el zinc tuvo un efecto tdéxico en
microorganismos oxidantes de amonio y nitrito. Asimismo, un estudio de la comunidad
bacteriana en suelos con 3-clorobenzoato y 2,5-diclorobenzoato usando la técnica de
separacion de ADN en electroforesis en gel por gradiente de temperatura (TGGE) también
empleando los indices, mostré que los tratamientos con estos compuestos reflejaron una
disminucion en S, Hy J en el tiempo, indicando una menor diversidad y abundancia
desigual de las poblaciones (Ramirez-Saad et al., 2003). Esos resultados sugieren que
algunos compuestos podrian influir en la estructura de la comunidad y en consecuencia se
podria modificar la respuesta respiratoria.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. JUSTIFICACION

Un método efectivo para la eliminacién de azufre es la reduccidn bioldgica de sulfato a
sulfuro, el cual puede ser eliminado por tratamietos quimicos y bioldgicos. Al respecto, no
se ha logrado un pleno control del proceso sulfatorreductor y aunque se conocen algunas
de las posibles causas por las que el PSR es poco eficiente no estan bien esclarecidas.
Algunas de estas pueden estar relacionadas con la competencia del PSR con otros
procesos microbianos (que incluye tanto aspectos termodinamicos como cinéticos) y con la
acumulacion de sulfuro, que puede resultar en una inhibicién del PSR. Los cambios en la
velocidad de carga de sulfato, asi como la presencia de sulfuro, podrian inducir cambios en
la comunidad microbiana y estar relacionados con la respuesta respiratoria, los cuales
podrian ocasionar un PSR deficiente. En este sentido, los estudios realizados de la
comunidad microbiana en el estado estacionario no son claros. Cambios en la comunidad
microbiana han sido observados aun cuando el proceso continuo esta aparentemente en el
estado estacionario. Asimismo, son insuficientes los estudios efectuados sobre la relacion
de la estructura de la comunidad y la respuesta respiratoria en reactores
sulfatorreductores. Trabajar bajo condiciones de cultivo bien definidas, estequiométricas,
nuevas técnicas analiticas y métodos de analisis mas precisos permitiran entender mejor
este proceso y contribuir al establecimiento de las condiciones ambientales y factores que

intervienen en un PSR y hacerlo mas eficiente.
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2.2. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Entender el proceso sulfatorreductor mediante la evaluacién del comportamiento
fisiologico y el estudio de la dinamica de un consorcio microbiano, a través de variables de

respuesta.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de diferentes velocidades de carga de sulfato y lactato a una relacion
C/S estequiométrica y constante sobre el proceso respiratorio sulfatorreductor en un
reactor UASB.

2. Evaluar los posibles cambios de la comunidad microbiana a diferentes velocidades de
carga de sulfato y lactato en un reactor UASB, asi como elucidar las interacciones entre la
respuesta fisioldgica del consorcio con su estructura en términos de comunidades

microbianas.

3. Evaluar a través de estudios cinéticos, el efecto de diferentes concentraciones iniciales
de sulfuro sobre la eficiencia, rendimientos y la velocidad especifica de consumo del

proceso sulfatorreductor en cultivo en lote.
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3. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se describe el diseno experimental y los métodos analiticos para la
evaluacion del efecto de la velocidad de carga sobre el proceso sulfatorreductor en un
reactor continuo y para la evaluacion del efecto de diferentes concentraciones de sulfuro
en cultivo en lote. Asimismo, se describen los métodos de biologia molecular para evaluar

la dinamica de la comunidad microbiana en el reactor continuo.

3.1. Reactor continuo

Los experimentos se llevaron a cabo en un reactor UASB de 1.5 L con una
temperatura de 32 °C y un tiempo de residencia hidraulica (TRH) de 1 dia. El biogas se
colectd en una columna de vidrio invertida llena de solucion salina saturada (NaCl 300 g/L)
acidificada (pH de 2) y con rojo de metilo como indicador de la dilucién de CO,.

La fuente de indculo provino de un reactor UASB de laboratorio, alimentado con
una mezcla de compuestos organicos y sulfato (C/S de 0.65). Este lodo granular fue
inoculado en el reactor UASB de 1.5 L obteniéndose una concentracion final de 3.6 g de
SSV/L.

El reactor continuo se alimentd con cinco velocidades de carga de sulfato (VCS, mg
S-S0,/Ld): 290, 436, 654, 817 y 981. Se alimentd lactato (mg C-lactato/Ld): 217, 327,
490, 612 y 736, manteniendo una relacion C/S estequiométrica de 0.75, como se indica en
la Ecuacion 3.1. La alimentaciéon del carbono no incluye el consumo de sustrato para
sintesis celular. Se alimentaron dos medios minerales definidos (fracciéon 1, F1; fraccion 2,
F2) (Tabla 3.1). F1 contuvo la fuente de sulfato (Na,SO4) mientras que F2, la fuente de
electrones (lactato de sodio). Se adicioné NH4Cl como fuente de nitrogeno (F1) para una
relacion C/N de 50. El pH de F1 y F2 fue ajustado a 7.0.

CH;CHOHCOO™ + 1.5 SO4*——%3 HCO5 + 1.5 HS + 0.5 H* Ec. 3.1

El estado estacionario respiratorio se establecidé para al menos 12 veces el TRH y
cuando el coeficiente de variacion para las velocidades del proceso sulfato reductor (PSR,
esto es, las velocidades de consumo de sulfato, produccién de bicarbonato y sulfuro) fue
menor al 11%. La media y desviacion estandar fueron calculadas a partir de por lo menos

siete medidas independientes obtenidas durante el estado estacionario.
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Tabla 3.1. Concentraciones de los nutrientes del medio mineral

Composicion Concentracion (mg/L)
F1

MgCl, 5
NaMoO4 0.5
FeCls 3
Na,Se03; 5

F2

CoCl, 0.5
CaC|2 5
CuSOq4 1
NiCl, 0.8
ZnC|2 0.5
KH,PO, 2000

3.2. Cultivo en lote

El indculo para los ensayos en lote fue obtenido del reactor UASB antes descrito, el
cual fue operado en estado estacionario a la VCS de 817 mg S-SO./Ld y 612 mg C-
lactato/Ld. Previo a cada ensayo, el lodo fue retirado del reactor UASB y lavado con
solucién salina (0.9% NaCl). El medio mineral usado fue cualitativamente y
cuantitativamente el mismo para los ensayos en continuo.

Los ensayos cinéticos fueron realizados en botellas seroldgicas de 60 mL de
capacidad con un volumen de trabajo de 55 mL. Cada botella fue una unidad experimental
independiente, y después de analizar el contenido las botellas fueron eliminadas. Cuarenta
y ocho mililitros de medio mineral fueron suplementados en cada botella con una
concentracion final de 262 mg C-lactato/L y 350 mg S-SO./L (C/S estequiométrica de
0.75). Las botellas fueron inoculadas para una concentracién final de 1 g de SSV/L.
Diferentes concentraciones iniciales de sulfuro disuelto (0, 50, 75, 150 y 200 mg/L) fueron
adicionadas a cada botella en forma de Na,S-9H,0. En todos los casos, el pH fue ajustado
a 7. Cada botella fue sellada con un tapon de goma. Para desplazar el oxigeno se empled
una corriente de helio durante 3 min. Se usaron dos controles, uno con medio mineral,
lodo sulfatorreductor y sulfato pero sin fuente de electrones (lactato). El segundo control
tuvo medio mineral, lodo sulfatorreductor y lactato (sin sulfato). Las botellas fueron
incubadas a 32 °C en un agitador rotatorio a 250 rpm. El tiempo experimental total fue de

8 dias para todos los ensayos en lote.
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3.3. Métodos analiticos
En todos los métodos de medida se obtuvieron coeficientes de variacion menores
al 8% vy coeficientes de regresion mayores que 0.98 (Apéndice 7.1), lo que indicd una

confiabilidad aceptable.

3.3.1. Compuestos azufrados
3.3.1.1. Cuantificacion de sulfato

El i6n sulfato se determind en un analizador capilar de iones (Waters Capillary Ion
Analyzer, 4000, Millipore, Bedford, MA) a una temperatura de 25 °C, a partir de una
muestra diluida con agua desionizada y filtrada a través de una membrana de nylon con
poro de 0.45 um de didametro. Se utiliz6 como electrolito de trabajo 4 mM de cromato de
sodio y 0.5 mM del reactivo CIA Pack Anion (Waters) (Apéndice 7.2). Como capilar se
empled una columna de silice fundida, de 60 cm de largo y 75 pm de didmetro interno,
con una corriente de 18 pA y un voltaje de 20 kV. El modo de la inyeccion fue hidrostatico,
a 10 cm de altura durante 30 seg. La absorbancia se midié en la region ultravioleta, con
una lampara de mercurio, a 254 nm. El tiempo de corrida fue 5 minutos.
El método se basa en la migracion electroforética de iones que, al aplicar un voltaje a
través de un capilar, causa una migracion diferencial de los componentes de la muestra
cargada eléctricamente hacia el electrodo respectivo. Dependiendo de la polaridad, de la
energia suministrada y la composicion del electrolito, el analito separado pasa a través del

detector.

3.3.1.2. Cuantificacién de sulfuro

El sulfuro disuelto se determind por el método yodométrico (APHA, 1995) El
método se basa en la capacidad del yodo como oxidante débil frente a un reductor fuerte
como el i6n sulfuro en medio acido. La cuantificacién se llevd a cabo de forma indirecta
por una valoracion en retroceso del yodo residual, empleando una solucion estandar de
tiosulfato de sodio (Apéndice 7.3). El método es confiable para determinar sulfuro a

concentraciones de hasta 1 mg/L.

3.3.2. Compuestos carbonados
3.3.2.1. Cuantificacién de carbono total e inorganico

El carbono total e inorganico se determind con un analizador de carbono organico
total (Shimadzu TM, TOC-5000A, Kyoto, Japan). El equipo analiza por separado el
contenido de carbono total y carbono inorganico. Por diferencia se puede obtener el

carbono organico presente. La muestra se filtra a través de una membrana de nylon con
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poro de 0.45 pm de diametro y es introducida por el inyector de muestra al equipo. La
muestra para determinar carbono total es acarreada por un flujo de aire extrapuro (150
mL/min.) a una camara de combustién a 680 °C, donde es oxidada a CO,. El CO, es
transportado a un vaso de reaccion de carbono inorganico y finalmente es analizado
mediante un detector infrarrojo. El principio de la medicién se basa en la propiedad de
absorcion de radiacion infrarroja que presentan moléculas de gas como el CO,. El CO,
detectado genera un pico cuya area es calculada por un procesador de datos, con base en
una curva patrén elaborada previamente (Apéndice 7.4). El area es proporcional a la
concentracion de carbono en la muestra. Para cuantificar el carbono organico, la muestra
es acidificada antes de su inyeccion al equipo y posteriormente sometida a burbujeo con el
gas acarreador, de tal forma que los compuestos de carbono inorganico, como el
carbonato y bicarbonato, se eliminan en forma de CO,. Por ultimo, la muestra es
analizada, de forma similar al proceso anteriormente mencionado. El equipo proporciona

los valores de carbono inorganico (HCO3).

3.3.2.2. Cuantificacién de acidos grasos volatiles

Los acidos grasos volatiles (AGV) acetato y propionato se determinaron por
cromatografia de gases, usando un cromatdgrafo HP modelo 5890 equipado con una
columna AT1000 (0.53 mm x 1.2 mm x 10 m) y detector de ionizaciéon de flama (FID). El
flujo del gas acarreador (nitrégeno) fue de 4 mL/min. La temperatura de la columna,
inyector y detector fue 120, 130 y 150 °C respectivamente. Las muestras para la
determinacion de los AGV fueron filtradas y almacenadas a -4 °C para el andlisis.
Posteriormente, del filtrado se tomo una alicuota de 950 pL y se acidificd con 50 pL de HCI
al 50 % (Apéndice 7.5). El tiempo de corrida fue de aproximadamente 5 minutos. El C-

lactato fue determinado como carbono organico total menos C-acetato y C-propionato.

3.3.2.3. Cuantificacién de metano y diéxido de carbono

Las determinaciones de biogas fueron hechas para el reactor continuo y en lote
(Apéndice 7.6). La medicion de metano y didxido de carbono se realizd con un
cromatégrafo de gases (marca Varian, modelo 3350, Walnut Creek, CA, USA), y un
detector de conductividad térmica. El gas acarreador fue helio (18 mL/min), y las
condiciones de operacion fueron: columna, 40 °C; inyector 100 °C; detector, 100 °C;
filamentos 135 °C, con un volumen de inyeccion de 0.1 mL de muestra. La columna, 1.20
m de largo y 1/8 de pulgada de didmetro, estd empacada con Poropak Q de malla 80/100.
La concentraciéon de HCO3™ para la evaluacion del comportamiento respiratorio represento
el C-HCO; (85 a 90%) y C-CO, (10 a 15%).
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3.3.3. Determinacion de sélidos suspendidos volatiles

Los sdlidos suspendidos volatiles (SSV), sélidos suspendidos totales (SST) y fijos
(SSF) en el lodo se determinaron por el método gravimétrico descrito en APHA (1995).
Para determinar los sdlidos suspendidos totales se adiciond una muestra conocida de lodo
en los crisoles a peso constante y se dejé secar en la estufa a 105 °C de 12-24 horas, el
contenido de solidos suspendidos fijos se midié después de 30 minutos a 550 °C. El
contenido de SSV de la muestra se calculé de la diferencia de los sdlidos suspendidos

totales y fijos (Apéndice 7.7).

3.4. Calculos
3.4.1. Evaluacion del comportamiento respiratorio

El andlisis estadistico se realizd con el software NCSS 2001 (Hintze, 2001). El
proceso respiratorio fue evaluado por medio de las eficiencias de consumo de sustrato (£,
mg de substrato consumido/mg de substrato alimentado), rendimientos de producto (Y,
mg de producto/mg de substrato consumido) y, en cultivo en lote, por las velocidades

especificas de consumo (g, mg de substrato consumido/mg de SSV-d).

3.4.2. Balance de carbono
El balance de masa para el carbono empleado para el cultivo continuo, en términos
de las velocidades de carga y descarga (mg/Ld), se describe mediante la siguiente

ecuacion:

Qe C-lactato= QS C-lactato + QS C-acetato + QS C-propionato + QS C-HCO3 + QS C-CH4 + QS C-biomasa

Donde: Qe = velocidad de carga en la entrada; Qs = velocidad de carga a la salida

Y para el cultivo en lote (mg/L):

[C-lactatO]inca = [C-lactato]sna + [C-acetato]sna +[C-propionatolsna +[C-HCOsJfinar +[C-

CH4]fina| +[C'biomasa]final

3.4.3. Balance de azufre
El balance de azufre empleado para el cultivo continuo se describe mediante la

siguiente ecuacion:

Qe ssos = QSssos + QSss”
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Y para cultivo en lote:

[5'504]inicial = [5'504]ﬁnal + [S'Sz]ﬁnal

3.5. Métodos moleculares
3.5.1. Extraccion de ADN del lodo

Las muestras de lodo fueron retiradas del reactor UASB en el estado estacionario
respiratorio. Las muestras fueron almacenadas a -20 °C. El ADN total fue extraido de 500
mg de lodo mediante el paquete UltraCleanTM Soil DNA Isolation (MO BIO Laboratories,
Carlsbad, CA, USA), siguiendo una modificacién del protocolo sugerido por el proveedor
(Apéndice 7.8). Para comprobar la cantidad y calidad del ADN extraido, se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 0.7 % (Apéndice 7.9), durante 30 miny 90 V. Se tifid el

gel con bromuro de etidio y se visualizé con luz ultravioleta.

3.5.2. RAPD: amplificacion de ADN vy visualizacion

El ADN total de la comunidad fue analizado por la técnica de RAPD. La reaccion de
PCR se describe en el Apéndice 7.10. La amplificacion fue realizada en un termociclador
Mastercycler personal programado para 30 ciclos de 45 seg a 94 °C (desnaturalizacién),

45 seqg a la temperatura de hibridacion (Tabla 3.2), y 90 seg a 72° C (elongacion).

Tabla 3.2. Lista de iniciadores para RAPD

. . ' Temperatura de Temperatura de
Codigo Secuencia (5'a3") % GC . dqacion (°C) referencia (°C)
FO1 ACG CGC CCT 77 45 36°
A09 GGG TAA CGC C 70 45 38°
LE CTGCTGGGA C 70 40 36¢
LO CCCGTCAGCA 70 40 40°¢
6.1 ACCCGG TCAC 70 45 36'

6.2 TTC GAG CCA G 60 45 36'
6.3 GTG AGG CGT C 70 45 36'
6.4 GGG GGTCTTT 60 No amplificacion® 36
6.5 CCG CATCTAC 60 No amplificacién® 36
6.6 GAT GAC CGC C 70 45 36'
6.7 GAA CGG ACT C 60 45 36
6.8 GTC CCGACG A 70 No amplificacién® 36
6.9 TGG ACC GGT G 70 45 36'
6.10 CTCACCGTCC 70 40 36'

2 No amplificacidn a 40 y 45 °C; ® Quednau et al.,, 1998; © This et al., 1997; ¢ Ruimy et al.,
2001; © Lopez-Jiménez et al., 2001; * Xie, 2004.
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La temperatura de hibridacion fue elevada con el propdsito de obtener datos
reproducibles. Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 1% (Apéndice 7.9) y visualizados en un transiluminador de UV Gel Doc 2000
(Bio-Rad, Segrate, Italy) con el software Quantity One (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Las

reacciones y geles fueron hechos por duplicado de manera independiente (Apéndice 7.11).

3.5.3. Amplificacion de ADN y separacion por DGGE

La regién V6-V8 de genes bacterianos del ARNr 16S fue amplificada usando
iniciadores universales bacterianos 968-f con una grapa (5-GAACGCGAAGAACCTTACC-3")
y 1401-r (5-CGGTGTGTACAAGACCC-3') (Nubel et al., 1996). La region V2-V3 de los genes
de arqueas del 16S rRNA fueron amplificados usando los iniciadores A109(T)-f (5-
ACTGCTCAGTAACACGT-3") y 515-r con grapa (ATCGTATTACCGCGGCTGCTGCTGGCAC)
(Lane, 1991; Muyzer et al, 1993; Grosskopf et al, 1998). La grapa consisti6 en una
secuencia de 40 pb compuesta exclusivamente de guanosinas y citidinas (5'-
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG-3"). La amplificaciéon del PCR se
describe en el Apéndice 7.12. La reaccion de amplificacién fue de 5 min. a 95 °C (pre-
desnaturalizacién), 35 ciclos de 30 s a 95 °C (desnaturalizaciéon), 40 s a 54 y 53 °C
(hibridacién) para la amplificacién de bacteria y arquea, respectivamente, 1 min. a 72° C
(elongacién) y 7 min. a 72 °C (post-elongacion) usando un termociclador CG1-96 (Corbett
Research, Sydney, Australia). El tamano de los productos amplificados fue verificado por
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Los productos de amplificacion fueron separados
por DGGE en un DCode universal mutation detection system (Bio-RAD Laboratories,
Hercules, USA) siguiendo el procedimiento descrito por Cervantes et al. (2003), aunque se
utilizaron geles de poliacrilamida al 6% p/v y un gradiente desnaturalizante de 30 a 55% y
de 40 a 55% para bacteria y arquea, respectivamente. Los geles de DGGE fueron teiidos
con nitrato de plata, de acuerdo con Sanguinetti et a/. (1994) y visualizados usando un
fotodocumentador Epichemi® Darkroom (UVP Biolmaging Systems, Upland, CA) y el

software Labworks Image Acquisition and Analysis 4.0.

3.5.4. Secuenciacion y andlisis filogenético

Las bandas del gel de DGGE fueron cortadas y reamplificadas usando los mismos
iniciadores. Los productos de PCR fueron purificados (Wizard® SV gel and PCR clean-up
system, Promega, Madison, WI, USA), visualizados por electroforesis en gel de agarosa y
secuenciados usando ABI Prism Big-Dye Terminator 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing

en un secuenciador ABI Prism 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Warrington,
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UK). Las secuencias de ADN fueron analizadas usando los programas Chromas

(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) y BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). La afiliacion filogenética de las

secuencias parciales fue estimada usando el programa Basic Local Alignment Search Tool
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) (McGinnis y Madden, 2004). La presencia de
quimeras fue revisada por medio del programa Ribosomal Database Project Chimera
Check (http://rdp8.cme.msu.edu/cgis/chimera.cgi?su=SSU) (Cole et al, 2003). Los

arboles filogenéticos de las secuencias del gen para el ARNr 16S de las bandas del gel de

DGGE (posiciones de Escherichia coli 110 a 482 y 969 a 1367) fueron construidos usando
el método de neighbor-joining (Saitoi y Nei, 1987) por medio del software MEGA4
(http://www.megasoftware.net) (Tamura et al, 2007). Las secuencias obtenidas fueron
depositadas en el Genbank con los nimeros de acceso EU287856-EU287864, EU287866-
EU287867, EU443144, EU443146 y EU443148.

3.5.5. Andlisis de datos

En el andlisis de los patrones de bandas fue considerado la presencia de bandas
cuantificables y reproducibles. En el caso de los perfiles de bandas de los geles obtenidos
por DGGE cada banda de un carril fue considerada como una poblacion diferente (o
secuencia diferente para RAPD), mientras que las bandas con migracion similar dentro de
los diferentes carriles fueron consideradas como una misma poblacion. Ademas, se
emplearon algunos indices de diversidad ecoldgica adaptados para analizar los patrones de
bandas obtenidos mediante las técnicas moleculares. Uno de ellos, y el mas simple, es el
indice S, que representa la riqueza de bandas (o poblaciones) en cada velocidad de carga.
S es el numero total de bandas en cada carril. Los indices de Shannon-Weaver (H) y
equidad (J) fueron estimados mediante la abundancia relativa de bandas (Shannon y
Weaver, 1963), para este propdsito las imagenes fueron analizadas con el software

Image] 1.37v (http://rsb.info.nih.gov/ij/) para calcular la superficie de la banda y la

intensidad medida en pixeles de dicha banda, los cuales fueron usados como una medida
relativa de la abundancia de la banda.

El indice de diversidad H determina el nivel de polimorfismo en la frecuencia de
bandas amplificadas (en RAPD) o la distribucidon y variacion de la diversidad genética

dentro de las especies y entre ellas (en DGGE).
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Los valores de H para cada carril se calcularon como sigue:

H=-5PLN(P),

Pi es la proporcion (o frecuencia) de una banda amplificada.
donde:
Pi = niyN

ni es la abundancia relativa de una banda

N es la suma de la abundancia relativa de cada banda

La equidad de la comunidad J indica la distribucion de la abundancia de las
diferentes bandas o poblaciones, si esta igual o desigualmente distribuida. El intervalo de
los valores de J es de 0 a 1. Valores cercanos a 1 indican que no hay poblaciones
dominantes.

La J se calcula utilizando la siguiente formula:

J=H/n S,

Para determinar el coeficiente de similitud (C), se generé un matriz de distancia a
partir del patron de bandas obtenido de los geles usando la técnica de RAPD siguiendo la
formula de Nei y Li (1979). El valor de C puede reflejar la diferencia en la secuencia de
ADN entre las muestras de lodo de la comunidad microbiana. La matriz binaria fue
construida con [0,1] en el que 1 fue codificado como la presencia de una banda

amplificada y 0 como la ausencia de ésta. El coeficiente de similitud fue calculado como:

Cip = 2Nup / [Ny + Ny,
Donde:
G, es el coeficiente de similitud de la secuencia de ADN entre la muestra iy j,
N j es el nimero de bandas de RAPD en comun entre la muestra iy j,
N es el nimero de bandas amplificadas de la muestra i

N es el nimero de bandas amplificadas de la muestra j

En el Apéndice 7.13 se ejemplifica el calculo de los indices mencionados.
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CAPITULO 4. Efecto de la velocidad de carga sobre la eficiencia de consumo del

COT en un proceso sulfatorreductor: efecto del sulfuro en cultivo en lote

En este capitulo se hace una discusion a detalle de los resultados obtenidos del
proceso respiratorio sulfatorreductor en reactor continuo y lote, a manera de articulo de
investigacion. Este capitulo se envié para su publicacion y se encuentra aceptado por la
revista Journal of Chemical Technology & Biotechnology. Previamente se expone un

resumen del mismo.

Resumen del articulo: Effect of loading rate on TOC consumption efficiency in a sulfate
reducing process: Sulfide effect in batch culture. Citlali Garcia-Saucedo, Francisco J.

Fernandez, German Buitron, Flor M. Cuervo-Lopez and Jorge Gomez.

En el presente trabajo se estudid en un reactor de lecho de lodos de flujo
ascendente (UASB, por sus siglas en inglés) el proceso de sulfatorreduccion, mediante la
evaluacion del efecto de la velocidad de carga sobre las eficiencias de consumo vy, en
cultivo en lote, el efecto del sulfuro sobre el proceso respiratorio. El trabajo se analizd
mediante variables de respuesta fisioldgica, como eficiencias de consumo de sustrato,
rendimientos de producto y velocidades especificas de consumo de sustrato. Se analizd la
comunidad microbiana en el reactor UASB mediante la técnica de DGGE. Para el cultivo
continuo se utilizd un reactor UASB que fue alimentado con diferentes velocidades de
carga de sulfato (290, 436, 654, 817 y 981 mg S-SO./Ld) y de lactato, en una relaciéon C/S
estequiométrica de 0.75. El cultivo en lote se realizd en botellas seroldgicas en las que se
evaluaron diferentes concentraciones de sulfuro (0, 50, 75, 150 y 200 mg S-sulfuro/L)
sobre el proceso sulfato reductor (PSR). Se usaron dos controles, uno con sulfato (sin
lactato) y el otro con lactato (sin sulfato). En los resultados en continuo se observd que
cuando se aumento la velocidad de carga de sulfato las eficiencias de consumo de carbono
organico total y de sulfato disminuyeron de 93 + 32 66% * 2 y de 60 £ 5 a 45% + 4,
respectivamente, mientras las eficiencias de consumo de lactato fueron cercanas al 100%.
El acetato y el propionato se acumularon por fermentacion y PSR. Los rendimientos de
sulfuro disuelto fueron constantes, mientras los rendimientos de bicarbonato disminuyeron
de 0.79 a 0.54. El metano no fue detectado a ninguna velocidad de carga de sulfato y la
maxima concentracion de sulfuro fue de 385 + 45 mg S-sulfuro/L (52 mg S-sulfuro/g
SSV). El andlisis molecular mostrd la presencia de microorganismos relacionados con la

sulfatorreduccién de lactato y acetato, con bacterias fermentativas de lactato y
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metanogénicas. En los ensayos en lote con solo lactato se produjeron acetato y propionato
por fermentacion. Cuando estuvieron presentes lactato y sulfato (sin sulfuro) fueron
observados simultdneamente dos procesos metabdlicos; la sulfatorreduccion y la
fermentacion. Por el contrario, cuando se adiciond sulfuro solamente se observo el PSR. A
concentraciones mayores que 150 mg S-sulfuro/L disminuyeron las eficiencias,
rendimientos y velocidades especificas de consumo. Se empled la relaciéon mg S-sulfuro/g
SSV con el propdsito de evaluar el efecto inhibitorio del sulfuro. Ninguna inhibicion del PSR
se observé de 0 a 75 mg S-sulfuro/g SSV, mientras que a 150 y 200 mg S-sulfuro/g SSV
las velocidades especificas de consumo disminuyeron 27 y 93%, respectivamente,
indicando un efecto inhibitorio del sulfuro a esos niveles sobre el PSR en cultivo en lote.
Por otro lado, en el reactor UASB la maxima relacion mg S-sulfuro/g SSV medida fue
cercana a 52 mg S-sulfuro/g SSV y ninguna inhibicion del PSR se detectd en cultivo en lote
a esa relacion. Basados en lo anterior, la disminucion en las eficiencias de consumo vy la
acumulacion de acetato y propionato en el reactor UASB no estuvo relacionada con la
inhibicion de sulfuro pero si con las velocidades especificas de consumo de acetato y

propionato las cuales fueron once veces mas bajas que las de lactato.
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ABSTRACT

BACKGROUND: The sulfate reducing process (SRP) was analyzed in order to identify
some factors which diminish the effectiveness of the SRP during wastewater treatment.
The effect of different sulfate loading rates (SLR, 290 to 981 mg SO4+-S L*d™) and lactate
at a stoichiometric C/S ratio of 0.75 on SRP was studied in an upflow anaerobic sludge
blanket (UASB) reactor. The effect of sulfide concentration (0 to 200 mg sulfide-S L) on
SRP in batch culture was evaluated.

RESULTS: When the SLR increased the total organic carbon (TOC) and sulfate
consumption efficiencies decreased from 93 + 3 to 66% + 2 and 60 + 5 to 45% £ 4,
respectively. Acetate and propionate were accumulated. Microbial analysis showed the
presence of microorganisms related with the SRP, fermentation and methanogenesis. In
batch culture, when lactate and sulfate were present SRP and fermentation were
observed. When sulfide was added only SRP was observed. At concentrations higher than
150 mg sulfide-S L™ the efficiencies, yields and specific consumption rates (g) decreased.
CONCLUSION: Based on the sulfide-S/volatile suspended solid ratio, it was found that
the decrease in efficiency and accumulation of acetate and propionate in the UASB reactor
was not related to sulfide inhibition but to the g of acetate and propionate which were up

to eleven times lower than lactate.

Keywords: acetate; fermentation; lactate; propionate; sulfate reduction; sulfide
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Introduction

Biological sulfate reduction is a dissimilative anoxic respiratory process where
sulfate is reduced to sulfide. However, some factors can influence the efficiency process.
During the sulfate reduction methane can also be produced and intermediates such as
acetate and propionate may accumulate affecting the sulfate removal efficiency.!?
Likewise, sulfide accumulation can result in an inhibiting factor. Accumulation of sulfide
and intermediates might be associated to the increase in loading rates but kinetic aspects
such as the substrate consumption rate should also be considered. Nevertheless, it is not
yet well understood which are the main factors affecting the efficiency of the sulfate
reducing process (SRP). On the other hand, the application of the SRP has increased for
the treatment of chemical, mining and galvanic industrial wastewaters.’ The sulfate-rich
wastewater must be treated by SRP, but in some cases the concentration of electron
donors is deficient. Compounds such as ethanol, hydrogen, lactate, volatile fatty acids,
alcohols, organic acids, alkanes and phenylsubstituted substances can be used as electron
donors for the SRP.* In spite of some of these substrates can result in consumption
efficiencies close to 80%, most of them are converted to acetate which remained
accumulated along the process.’ Lactate is a good growth substrate for many of sulfate
reducing bacteria.”” Likewise, lactate consumption (eq. 1) produces more alkalinity than

ethanol oxidation (eqg. 2) improving the pH control.

CsHsO5 + 1.5 S04~ — 3 HCO; + 1.5HS + 0.5 H" AG®'-127.6 K/reac. Eq. 1
CHsO + 1.5S0,~ — 2 HCO;3 + 1.5HS + H,O + 0.5 H" AG®’ -114.1 KJ/reac. Eq. 2

It has been observed that Desulfobulbus propionicus is able to ferment lactate in
the absence of sulfate.® McCartney and Oleszkiewicz’ observed that fermentation of
lactate (eq. 3) occurred in @ microbial consortium when sulfate was present at the lactate-
C/sulfate-S ratio of 4.7, but sulfate was not consumed and acetate and propionate were

accumulated.
CsHs03” — 0.66 C3HsO, + 0.33 C,H30,” + 0.33 HCOs'+ 0.33 H* AG®’ -54.7 KJ/reac. Eq. 3

McCartney and Oleszkiewicz® observed that at lactate-C/sulfate-S ratios < 2.06
sulfate was consumed and acetate was accumulated as a result of the SRP (eqg. 4), but no

information about efficiencies and consumption rates of substrates was mentioned.

C3H503- + 0.5 SO4= — C2H302- + HCO3- + 0.5HS + 0.5 H" AG° -80 KJ/reaC. Eq 4
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Accumulation of acetate and propionate in SRP could be related to kinetic
properties. In this sense, the constant affinity (Ks) value could determine the specific rate
of the process. Yoda et al.*® and Visser' reported values of Ks for acetate ranged from 10
to 55 mg L while Maillacheruvu and Parkin'! obtained a value of 62 mg L for propionate.
Evidence suggests that accumulation of acetate and propionate could also be associated
with the microorganisms present and their doubling time.*?

Evidence exists indicating that sulfide accumulation results in an inhibition of the
SRP causing a significant decrease in the efficiency and consumption rate.'*** The possible
effects of sulfide on the microbial metabolism have been reported elsewhere.!** Sulfide
ICs, values in SRP vary from 100 to 1100 mg L. The large variation could be related to
the environmental culture conditions such as pH, sludge acclimation and microbial
concentration.”*®'” However, information about the sulfide effect on the fermentative
process during the SRP is still scarce.

Decreasing SRP efficiency may also be associated with the presence of
methanogenic processes, as some substrates can be used for both processes.'®®
Considering that free Gibbs energy and kinetic data for SRP and methanogenesis with
acetate are similar for both processes, the C/S ratio value could determinate the
orientation of the respiratory process. Thus, in order to obtain an effective SRP the C/S
ratio must be close to the stoichiometric value.'**

This work was carried out under well defined culture conditions in order to identify
factors which diminish SRP effectiveness. Therefore, the objectives were to evaluate: (1)
the effect of different sulfate and lactate loading rates at stoichiometric C/S ratio on total
organic carbon (TOC) and SRP efficiencies in continuous culture; and (2) the influence of
different initial sulfide concentrations on the consumption efficiencies and specific

consumption rates of SRP in batch culture.

Materials and methods
UASB reactor: continuous assays

An UASB reactor of 1.5 L inoculated with 3.6 g volatile suspended solids (VSS) L™
of sulfate reducing sludge previously obtained in a bench scale UASB reactor, was fed with
five sulfate loading rates (SLR, mg SO.,-S L*d™Y): 290, 436, 654, 817 and 981. These
loading rates were selected considering the usual SLR range of many industrial effluents.
Lactate was added as electron donor for the SRP to obtain a C/S ratio of 0.75 (eq. 1). The
reactor was operated at 32 °C, one day of hydraulic retention time (HRT) and fed with two

separate mineral media, fraction 1 (F1) and fraction 2 (F2). F1 contained sulfate source
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(Na,S0O4) while F2 the electron source (sodium lactate). Definition and formulation of
mineral media was as follows (mg L™*): medium F1: MgCl,, (5); NaMoO,, (0.5); FeCls, (3);
Na,SeOs;, (5). Medium F2: CoCl,, (0.5); CaCly, (5); CuSOs, (1); NiCly, (0.8); ZnCl,, (0.5);
KH,PO,, (2000). NH4Cl was used as nitrogen source (F1) and adjusted to a C/N ratio value
of 50. The pH of each fraction was adjusted to 7.0. Helium was bubbled through flasks

containing F1 and F2 for 10 min in order to displace oxygen.

Batch assays
Inoculum source

The inoculum for batch assays was obtained from the UASB reactor operating at a
SLR of 817 mg SO,-S L'd™ in steady state sulfate reducing process. The sludge was
withdrawn from UASB reactor and washed with saline solution (0.9% (wt vol) NaCl) prior
to each batch assay.
Culture condiitions

The kinetic assays were carried out in serological bottles of 60-mL capacity with a
working volume of 55 mL. Each bottle was considered as an independent experimental
unit and eliminated at designated times after sampling. Forty-eight milliliters of mineral
medium (F1 plus F2) were supplemented in each bottle with a concentration of 262 mg
lactate-C L™ and 350 mg SO4+-S L™ in order to maintain the stoichiometric C/S ratio. The
bottles were inoculated obtaining a concentration of 1 g of VSS L™. Different initial
concentrations (0, 50, 75, 150 and 200 mg L™) of dissolved sulfide (Na,S-9H,0) were
added to each bottle. In all cases, pH was adjusted to 7 and each bottle was sealed with a
rubber plug. Molecular oxygen was displaced by bubbling with helium for 3 min. Two
controls were used, one contained mineral medium, sulfate and sulfate reducing sludge
(without lactate). The second contained mineral medium, lactate and sulfate reducing
sludge (without sulfate). The bottles were incubated at 32 °C on a shaker at 250 rpm for 8
days.
The respiratory process was evaluated by substrate consumption efficiencies (£, mg of
substrate consumed mg of substrate fed), yield products (Y, mg of product mg of
substrate consumed™) and in batch cultures also by considering specific consumption rates

(g, mg of substrate consumed mg of VSS*-d?).

Analytical methods
Inorganic carbon measured as HCO;™ and organic carbon were analyzed in a total

organic carbon analyzer as described by Cuervo-Lopez et a/.*® From the theoretical point of
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view, at the experimental conditions the main species are the HCO5; (around 85%) and
CO; (15%). The concentration of acetate and propionate was determined by gas
chromatography (HP model 5890, NJ USA) using a flame ionization detector and capillary
column (10 m and 0.53 mm internal diameter, Alltech AT 1000, Deerfield IL, USA). The
column, injector and detector temperatures were 120, 130 and 150 °C, respectively. The
carrier gas was nitrogen (4.5 mL min?). CO, and CH; were quantified by gas
chromatography as described by Pefia-Calva et al? The sulfate concentration was

measured by capillary electrophoresis as described by Reyes-Avila et al.*?

Lactate-C was
determined as TOC minus acetate-C and propionate-C. Dissolved sulfide and total and

volatile suspended solids (TSS, VSS) contents were determined using standard methods.?

Microbial analysis

In order to determine the diversity of the bacterial and archaeal communities of the
UASB reactor, denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) and sequencing methods
were used. A sludge sample was withdrawn from the UASB reactor under respiratory
steady state at the SLR of 817 mg SO4-S L''d* and stored at -20 °C until analysis. Total
DNA was extracted from 500 mg of sludge by means of an UltraCleanTM Soil DNA
Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Solana Beach, CA, USA). The V6-V8 regions of the
bacterial 16S rRNA genes were amplified using universal bacterial primers 968GC-f and
1401-r.>* The V2-V3 regions of archaeal 165 rRNA genes were amplified using the primers
A109 (T) f and 515GC-r.**?’ The polymerase chain reaction (PCR) amplifications were
performed as describe by de Bok et a/.°® but with annealing temperature at 54 and 53 °C
for bacterial and archaeal amplification, respectively (CG1-96 thermocycler, Corbett
Research, Sydney, Australia). The amplification product was separated by DGGE on a
DCode universal mutation detection system (Bio-RAD Laboratories, Hercules, USA) as
indicated by Cervantes et a/*°, but on 6% (w/v) polyacrilamide gels using denaturant
gradients of 30 to 55% and 40 to 55% for bacterial and archaeal amplicons respectively.
The 100% denaturant contained 7 M urea and 40% (vol/vol) formamide. The DGGE gels
were stained with silver nitrate® and visualized using Epichemi Darkroom (UVP Biolmaging
Systems, Upland, CA) and Labworks Image Acquisition and Analysis software 4.0. The
bands were excised and reamplified using the same primers. The PCR products were
purified (Wizard® SV gel and PCR clean-up system, Promega, Madison, WI, USA),
visualized by agarose gel electrophoresis and sequenced using ABI Prism Big-Dye
Terminator 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing on an ABI Prism 3100 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems, Warrington, UK). The DNA sequences were analyzed using Chromas
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(http://www.technelysium.com.au/chromas.html) and BioEdit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) programs. Phylogenetic affiliations of the

partial sequences were estimated using the program Basic Local Alignment Search Tool
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).?! The presence of chimerical sequences was
checked with the Ribosomal Database Project Chimera Check program
(http://rdp8.cme.msu.edu/cgis/chimera.cgi?su=SSU).3* Phylogenic trees of the 16S rRNA
gene sequences of DGGE fragments (Escherichia coli positions 110 to 482 and 969 to
1367) were constructed using neighbor-joining method® as implemented in MEGA4
software (http://www.megasoftware.net).** The robustness of the phylogeny was tested
by bootstrap analysis with 1000 iterations. Sequences obtained in this study were
deposited in Genbank under accession numbers EU287856-EU287864, EU287866-
EU287867, EU443146 and EU443148.

Statistical analysis

Standard curves were conducted at least in triplicates for each analytical method.
In all cases, the coefficient of variation for slope, coefficient of determination (R?) and
intercept were less than 8%. In continuous culture, standard deviations were calculated
from at least seven independent measurements obtained during the steady state (at least
12 HRT times were considered in each SLR). Values obtained in batch assays represent
mean values and the + range from two independent samples. In all cases, statistic
analyses were conducted with the Number Cruncher Statistical System (NCSS) 2001

software.®

Results and discussion
UASB continuous reactor

Steady-state SRP was reached at each SLR when the variation coefficient for
sulfate consumption, sulfide and HCOs™ production rates was less than 11%. Under these
culture conditions the pH value was maintained at 7.5 £ 0.1. At the stoichiometric lactate-
C/S0,-S ratio of 0.75, the mass balance indicated that 90% of SO,-S fed was quantified in
the effluent as sulfate-S plus dissolved sulfide-S (Figure 1a). From 290 to 654 mg SO4-S L
1d! the VSS concentration increased from 3.6 to 4.9 g L, the sulfate consumption
efficiency (Esps) was 60% =+ 5, but at higher SLR decreased to 45% + 4 (Table 1).
According to carbon mass balance, lactate consumption efficiency (£.4-) was maintained at
levels higher than 91% =+ 4. Nevertheless, a gradual decrease in the TOC consumption

efficiency (Eroc) from 93% + 3 to 66% + 2 was observed and the production loading rate
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of acetate and propionate progressively was increasing (Figure 1b). This result indicated
the existence of two processes: SRP and lactate fermentation (eq. 3 and 4). In the range
from 654 to 981 mg SO,-S L™d! the sulfide production was constant (377 £ 7 mg sulfide-
S L), the VSS concentration increased from 4.9 to 7.3 g L™ and the mg sulfide-S/ g VSS
ratio was close to 52. Celis-Garcia et al>® using COD/SO, stoichiometric ratio of 0.67
reported E7oc values close to 90% but methanogenic activity was also detected. In
contrast, in our work the methanogenesis was low, as only represented 7% of the TOC
consumed. Throughout experimentation the sludge residence time (SRT) was 253 + 57 d
which is considered as common value in UASB reactors.! Likewise, the food microorganism
(F/M) ratio ranged from 0.043 to 0.079 kg TOC kgVSS™ d* suggesting that the system

was not limited by the biomass concentration.

1000
800 2?
© 600
7
" 400
o 7
£ 2001 |
Q
©
@ 0 - \
290 436 654 817 981 200 436 654 817 981
SLR (mg SO,-S Ld%) SLR (mg SO,-S L'id)
DS SO,-S exit Lactate-C Acetate-C O Propionate-C

EHCO,-C mCH,-C

Figure 1. Mass balance in steady-state at different SLR in the UASB reactor. (a) Sulfate
and dissolved sulfide (DS) balance; (b) Lactate-C, acetate-C, propionate-C, HCO;-C and
CH,-C balance. As biomass-C values were lower than 7% of lactate fed they were not

included.

Yield values for different products at each SLR are shown in Table 1. It can be seen
that the dissolved sulfide yield (Yps) values were always higher than 0.87 + 0 .07
irrespective of the SLR, while the biomass yields (Yx) remained between 0.03 and 0.05.
Similarly, methane vyield (Y. values were also very low (0.07 + 0.02). Lactate was
mineralized at an average value of bicarbonate yield ( Yyc03) of 0.75 £ 0.03 during the first
three SLR. At higher SLR, the Yuc0; values decreased while acetate yield (Y;) and
propionate yield (Yp) increased significantly (a, 0.05). Therefore, at these loading rates the

sulfate reduction (eq. 4) and fermentation (eq. 3) were the main processes. These results
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indicated that the effectiveness of the SRP was negatively affected by fermentation.
However, the diminishing SRP efficiency might also be due to a possible inhibitor effect of
the sulfide. Batch cultures with different initial sulfide concentrations were carried out to
investigate whether sulfide inhibited the SRP.

Table 1. Substrate consumption efficiency (£) and yields in product formation (VY) of

sulfate reduction process in UASB reactor.

SLR E (%)* P

mg L*d? Eroc  Epac Eso4 Yhcos Ya Yr Yps

290 933 96 £2 50+5 0.79+0.06 0.02+0.01  0.01+0.008 0.89+0.10

436 874 914 59+5 0.75+0.04 0.03+0.02  0.01+0.007 1.04+0.01

654 822 934 60 +5 0.73+0.04 0.04+0.02  0.07+0.020 0.93+0.09

817 711 932 52+ 3 0.69+0.03 0.10+0.04 0.13+0.070 0.87+0.07

981 662 951 45+ 4 0.54+0.03 0.14+0.01  0.17+0.010 0.88+0.06

'E£ mg of substrate consumed mg of substrate fed™; °Y, mg of product mg of substrate
consumed™?; ¥, mg of acetate mg of lactate consumed™; Y, mg of propionate mg of

lactate consumed™; Y,s, mg of dissolved sulfide mg of sulfate consumed™

Microbial analysis

Phylogenic trees were constructed based on 16S rRNA gene sequences from
bacterial, archaeal and reference sequences (Figure 2). Microbial analysis of the sludge
showed the presence of strains related to Desulfobacca acetoxidans (95% similarity to the
closest related sequence based on 16S rRNA) which is acetate consumer and other related
to Desulfovibrio sp (98%) which produces acetate from lactate. In accordance with
Postgate®” and Oude Elferink et a/.*® the related strains found in the present work could be
involved in the SRP. Also detected were a fermentative strain bacterium related to
Clostridium propionicum (96%),*° two strains hydrogentrophic methanogenic related to
Methanobacterium beijingense (93-99%) and six strains acetoclastic methanogenic related
to Methanosaeta sp (99%) and member from Methanosarcinaceae family (99%).* * In
spite of the presence of these methanogenic strains, methane formation was negligible in
all cases. These results might be related to the C/S ratio used which was close to
stoichiometric value of the SRP. Similar results were also observed by Raskin et a/.*
SRP.

ina
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Figure 2. Phylogenetic tree of the microorganisms identified in the UASB reactor. It was
generated by the neighbor-joining method based on the 16S rRNA gene sequences of
DGGE fragments and reference sequences from databases. a: Relationship among the
proteobacterial sequences. b: Relationship among members of the Clostridia class. c:
Relationship among the archaeal sequences. The numbers in the nodes indicate bootstrap
support. Archaeoglobus veneficus (AF418181), Bacillus subtilis (K00637) and Sulfolobus

acidocaldarius (U05018) were used for rooting the tree. The scale bar indicates 5, 2 and

10% sequence difference.
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Batch assays
Control assays

In the control assay with only sulfate (without lactate), sulfide production was
negligible and this quantity was used to correct the sulfide generation in the rest of the
assays. The control assay with only lactate (without sulfate) showed that close to 20% of
the initial lactate (262 mg lactate-C L) was mineralized to HCO;™ while the 24 and 56%
was fermented to acetate and propionate, respectively (Figure 3a). Under these culture
conditions the specific consumption rate for lactate was of 0.17 mg C mg VSS*-d’. As the
microbial analysis of the sludge used as inoculum showed the presence of a strain related
to Clostridium propionicum, the lactate fermentation might be associated to this strain. In
fact, these results were similar to that reported by Janssen® with C. propionicum and
Widdel and Pfennig® with Desulfobulbus propionicus.

Concentration (mg L1)

Concentration (mg L1)

Time (d) Time (d)

——HCO,-C  —H—acetate-C —%— propionate-C
—©—HCO,-C  —H—acetate-C =< propionate-C —e— ToC-C —=—lactate-C  —A—SO,-S

——-TOC-C —=— |actate-C —A— sulfide-S
Figure 3. (a) Profiles of lactate-C consumption without sulfate addition; (b) Profiles of
lactate-C and sulfate-S consumption in batch culture.

Effect of initial sulfide concentration on SRP

The pH value in all batch cultures was 7.3 = 0.1. In Table 2 is shown the mass
balance for carbon and sulfur compounds. The mass balance indicated that lactate was
oxidized to acetate, propionate and HCOs'. At zero sulfide concentration the respiratory
pattern showed two stages (Figure 3b). During the first stage (two days) lactate was
converted to propionate (39 mg propionate-C L?, 16% of the total carbon), acetate (106
mg acetate-C L, 43%) and HCO; (99 mg HCOs-C L*, 41%), while 118 mg sulfide-S L™
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was produced corresponding to 34% of total sulfate consumption. The results indicated
the existence of two processes operating simultaneously using lactate for fermentation
(27%) according to equation 3 as well as for sulfate reduction (68%) according to
equation 4. In the second stage, during the subsequent 6 days, acetate and propionate
produced were mineralized to HCO5;™ and the remaining sulfate was converted into sulfide
as a result of SRP (eqg. 5 and 6).

CH;CO0" +50, — HS + 2HCOs5
CH;CH,COO™ +0.7550,~—CH3CO0 +HCO5 +0.75 HS+0.25 H*

AG®' -47.6 K)/reac. EQ.5
AG°®' -37.5 KJ/reac. Eq. 6

Table 2. Sulfur and carbon mass balance in batch cultures. Final-S and -C are reported at
eight days of culture.

Sulfide Initial-S Final-S (mg L)
mg L'Sulfate-S  Sulfate-S  DS-S'
0 359 + 10.8 48.4+3.9 327.7 £ 15.7
50 350 £ 12.3 64.3+4.5 341.7 £ 10.6
75 351+ 11.3 244+1.7 399.3 £ 19.9
150 344+ 146 98.7+8.2 397.2%26
200 353+ 12 322.6 £ 24.4 223.1 £ 11

Initial-C Final-C (mg L)

Lactate-C Lactate-C Acetate-C Propionate-C HCO;-C
0 262 + 8.1 3.8+0.2 7+0.4 3.3+0.1 256.3 £ 19
50 259 £ 6.5 6.3+ 0.4 13.2+£ 0.9 129+ 0.6 240.5+ 15
75 248 £ 7.7 7.3+£0.5 1+ 0.07 1.9 £ 0.07 246.7 £ 16
150 248 +£5.6 44+ 0.2 61.5 + 3.8 1.7+ 0.1 197.1 £ 10
200 27094 236.3 £ 14.6 7.3+ 0.5 08+0.03 222+15

"DS-S: Dissolved sulfide, values determined considering initial sulfide concentrations

At eight days of culture the Esp; was 86%, while E£7oc was 95% (Table 3). These
results strongly suggest differences in consumption rate among lactate, propionate and
acetate. The differences might be related to the Ks values.**** However, microbiological

aspects such as strain types might also be involved.® >
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Fermentation from lactate to propionate and acetate at C/S ratio of 4.7 has been
detected, whereas at C/S ratios < 2.06, acetate accumulation was observed.® ° In
contrast, in our work acetate and propionate were produced by fermentation
simultaneously with SRP, in spite of using a low C/S stoichiometric (0.75) ratio in
continuous and batch cultures. Nevertheless, the thermodynamic data predict that the SRP
with lactate is more favorable than the fermentation of lactate as is pointed out in
equations 3 and 4. However, the experimental results showed that both processes
occurred simultaneously. Therefore, it is also necessary to take into consideration the

kinetic aspects of SRP and fermentation.

Table 3. Substrate consumption efficiencies (£) and yields in product formation (Y) at
different initial sulfide concentrations in batch cultures.

Sulfide E (%)* Yy

mg L Eroc Ejac Esoq Yucos Ya Yr Yos

0 95+ 3.8 98 +£1.3 86+ 3.3 0.99 £ 0.03 0.03 £ 0.001 0.01 + 0.003 1.03+0.03
50 87 +3.9 97+2.1 82 +3.2 0.97 +£0.03 0.05+0.001 0.05 + 0.002 1.0+0.03
75 9% + 4.1 97 £2.1 93+ 2.3 1.02 £0.02 0.004+0.001 0.007+0.001 0.98+0.03
150 73+£22 98+1 71425 0.81 +£0.02 0.25£0.005 0.007+0.001 0.97+0.02
2000 9+£0.39 12+£04 8+0.3 0.66 +£0.02 0.27+£0.009 0.03+0.001 0.86+0.02

’E, mg of substrate consumed mg of substrate fed™; ?Y, mg of product mg of substrate

consumed™.

The difference between the respiratory pattern of the assays with 50 and 75 mg
sulfide-S L™ was negligible and consequently the profile of latter is only shown (Figure 4).
Two stages in the respiratory pattern were observed. At first, within two days 50% of
lactate was converted to acetate and the other fraction was mineralized to HCO5™ by SRP.
The addition of sulfide resulted in a possible change of the fermentation pattern, as
propionate formation was negligible. This result might be associated with the possible
inhibition of fermentative bacteria due to the addition of sulfide. During this time the
sulfate consumption efficiency was close to 44%. In the second stage, after 6 days
acetate was oxidized to HCO; and the remaining sulfate was converted into sulfide (Table
3). At the end of the culture the Erpq E.ac and Esps were all higher than 90%.
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Concentration (mg L)

0O 1 2 3 4 5 6 7 8
Time (d)

——HCO,-C —&— acetate-C —*— propionate-C
——TOC-C —4— S0O,-S —A— sulfide-S
—&— |actate-C

Figure 4. Profiles of lactate-C and sulfate-S consumption at 75 mg L of initial sulfide-S in

batch culture. Only the sulfide-S produced was accounted for.

At 150 mg sulfide-S L™ only one stage was seen where lactate was completely
converted by SRP to acetate and HCO; within eight days. The Y, value increased
significantly (Table 3). Under these conditions, nearly 30% of acetate produced was not
consumed diminishing the Eroc and Esps while E.4cremained high. The Yps value was as
high as in the previous concentrations of sulfide. Thus, sulfate consumed was converted to
sulfide by the sulfate reducing pathway. At 200 mg sulfide-S L™, £,4cand Esos were around
12 and 8%, respectively during the eight days of culture. Under these conditions the Y,
and Yps values remained high.

Specific consumption rates of lactate (g..c), propionate (gr) and acetate (qg,)
obtained at the different initial concentrations of sulfide are shown in Table 4. It was
observed that g4 value was eleven times higher than g, and g, depending of the initial
sulfide concentration. Therefore, a limiting step during TOC consumption by sulfate

reduction was related to the lower specific consumption rate of acetate and propionate.
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Table 4. Specific consumption rates of lactate, propionate and acetate at different initial
sulfide concentrations in batch culture. The initial concentration of lactate-C and sulfate-S

were 257 £ 4 mg L™ and 349 + 3 mg L}, respectively.

mg L? q', mg substrate mg VSS!-d*!
Stage 1 Stage 2
Sulfide Lactate-C Acetate-C Propionate-C
0 0.15 + 4x 107 0.013 + 4 x 10™ 0.006 + 1 x 10™
50 0.10 + 5x 107 0.014 + 7 x 10™ -
75 0.11 +3x 107 0.019 + 5x 10* -
150 0.03 + 9x 10* 0 -
200 0.003 + 1 x 10™ 0 -

"g, specific consumption rate, mg of substrate consumed mg of VSS*-d™

Sulfide inhibition can be related to changes in pH and the type of microorganisms
in the consortium besides other factors. Microbial biomass concentration (g VSS L?) also
affects the process rate, however frequently no information of the VSS concentration is
reported. Sulfide-S/biomass ratio of the culture may be also an important factor associated
to the efficiency of the SRP. This ratio relates the concentration of microbial biomass
respect to a toxic compound like the dissolved sulfide. This value can be indicative of the
toxic effect on the microbial population. Considering this, the effect of different mg sulfide-
S/g VSS ratios (from 0 to 200) on specific consumption rate for TOC and sulfate was
calculated (Figure 5). In all cultures the biomass concentration remained constant at 1 g
VSS L. No inhibition of the SRP was observed in the range from 0 to 75 mg sulfide-S/g
VSS ratios, while at 150 and 200 mg sulfide-S/g VSS ratios the consumption rate of TOC
and sulfate decreased 27 and 93%, respectively. Thus, as the mg sulfide-S/g VSS ratio
increases the inhibition for SRP also increases. On the other hand, at the highest loading
rate in the UASB reactor (981 mg SO4-S L''d™ the Esos of 45% and Yjicos of 0.54) the mg
sulfide-S/g VSS ratio was around 52. Taking into account these values, it was not possible
to relate the decrease in substrate consumption efficiency in the continuous UASB reactor
SRP to the sulfide accumulated. Instead, regardless of the specific lactate consumption
rate, the batch culture kinetic results indicated that the decreased UASB efficiency in the
reactor was related to the lower specific acetate and propionate consumption rate.
Therefore, in the UASB reactor the lower specific consumption rate for acetate and

propionate produced by SRP and fermentation was the limiting step.
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Figure 5. Total organic carbon (TOC) and sulfate specific consumption rates at different
sulfide-S (mg L™)/VSS (g L) ratios in batch culture. In all cases, the concentration of VSS

wasof 1 gL™.

Considering that lactate is a recommended substrate for the SRP due to the
bicarbonate production, which is appropriated for controlling pH, two actions could be
recommended during the operation of a SRP in order to increase the consumption
efficiency of sulfate and TOC: 1) maintaining mg sulfide-S/g VSS ratio between 75 and 150
for diminishing the fermentation process and avoiding sulfide inhibition. In fact, this is one
of the contributions from this work for the operation of a SRP; 2) enhancing the acetate
consumption rate by two possible means, either increasing the concentration of acetate
consumer biomass in the UASB reactor or increasing the HRT in the reactor. In this sense,
a biofilter reactor could be useful in order to obtain a higher biomass concentration and

shorter HRT. However, further experimental work must be done.

Conclusions

In the continuous culture at 981 mg SO4+-S L*d™ and lactate at stoichiometric C/S
ratio of 0.75, a sulfide concentration of 385 + 45 mg sulfide-S L™ (corresponding to mg
sulfide-S/ g VSS ratio of 52) was detected. Although lactate consumption efficiency was
always close to 100%, acetate and propionate were accumulated by SRP and fermentation
of lactate. Consequently, a reduction in TOC and sulfate consumption efficiencies was

observed. However, the Yps values were always close to 1. By molecular phylogenetic
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techniques, bacteria related with the sulfate reduction coupled to lactate and acetate
oxidation as well as related with lactate fermenting bacteria were found.

In batch culture with sulfate and lactate two metabolic processes were
simultaneously observed: sulfate reduction and fermentation of lactate to acetate and
propionate. When sulfide was added only sulfate reduction was observed. The specific
consumption rates obtained at different initial sulfide concentrations indicated that the rate
of lactate consumption was up to eleven times higher than those obtained for acetate or
propionate. No inhibition of the SRP was observed from 0 to 75 mg sulfide-S/g VSS, while
at 150 and 200 mg sulfide-S/g VSS specific consumption rates decreased by 27 and 93%,
respectively, showing an inhibitory effect of sulfide on SRP.

Considering that in the UASB reactor the mg sulfide-S/g VSS ratio was not higher
than 52 and in batch culture no inhibition of sulfide was observed at that ratio, the
decrease in SRP efficiency in the UASB reactor was not due to the sulfide accumulation,
but to the specific consumption rates of acetate and propionate, which were lower than
lactate specific consumption rate. Therefore, the mg sulfide-S/g VSS ratio was very useful
to evaluate the effect of sulfide in the SRP.
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CAPITULO 5. Evaluaciéon de la dinamica de una comunidad microbiana a
diferentes velocidades de carga de sulfato en un reactor UASB: analisis

molecular y fisiologico

En este capitulo se hace una discusion de los resultados obtenidos del andlisis de la
dindmica de poblaciones en el reactor continuo en condiciones sulfatorreductoras. Al igual
que en el capitulo anterior, éste se presentara también en forma de articulo de
investigacion, que proximamente se enviara a revision para su publicacion. Se comienza

con un resumen.

Resumen del articulo: Evaluation of the dynamics of a microbial community at
different sulfate loading rates in a UASB reactor: physiological and molecular analysis.

Citlali Garcia-Saucedo, Flor M Cuervo-Lépez, Francisco J Fernandez and Jorge Gomez.

En esta parte del trabajo se estudié la dinamica de una comunidad microbiana a
diferentes velocidades de carga de sulfato y lactato en un reactor UASB, y su posible
relacion con la respuesta respiratoria del consorcio. Diferentes muestras de lodo fueron
tomadas del reactor UASB, sometido a cinco velocidades de carga de sulfato (290, 436,
654, 817 y 981 mg S-SO./Ld) y lactato a una relacién C/S estequiométrica de 0.75. El
proceso respiratorio fue evaluado por medio de las eficiencias de consumo de sustrato y
rendimientos de producto. Para el analisis de la comunidad de ADN total se uso la técnica
de amplificacion al azar de ADN polimoérfico (RAPD) y para la comunidad bacteria y arquea
se usO la separacion de ADN por electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante
(DGGE). El andlisis de datos de los patrones de bandas obtenidos se hizo con los indices
de diversidad (H), equidad (J) y el coeficiente de similitud (C). Las bandas del gel de
DGGE fueron secuenciadas y analizadas filogenéticamente. Con el incremento de la VCS
las eficiencias de consumo de carbono organico total (COT) y sulfato disminuyeron de
93+3 a 66%=*2 y de 60+5 a 45%=4, respectivamente. Se acumularon acetato y
propionato por fermentacion y sulfatorreduccion de lactato.

Como el analisis microbiolégico mostro la presencia de una cepa relacionada con C.
propionicum (96% de similitud), la fermentacion de lactato pudo estar asociada con esta
cepa. El analisis molecular también mostrd la presencia de microorganismos relacionados
con la sulfatorreduccion de lactato y acetato, tales como Desulfovibrio sp. (98%) y
Desulfobacca sp (95%). El analisis de la composicion microbiana mostré también la

presencia de cepas relacionadas con microorganismos metanogénicos. Los resultados
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indicaron que el proceso respiratorio en estado estacionario a 290 mg S-SO,/Ld estuvo
relacionado con una comunidad microbiana principalmente estable. Se observaron pocos
cambios en la comunidad microbiana con el incremento de la VCS. Un alto nimero de
bandas de la comunidad microbiana (por encima del 80%) permanecieron sin cambio a lo
largo del proceso experimental. Los indices A, Jy Cindicaron una comunidad microbiana
diversa, equitativa y similar (hasta 73%), independientemente de los cambios en la VCS y
la concentracion de sulfuro. Como pocos cambios fueron observados y la relativa
abundancia de las cepas relacionados con el PSR fue elevada, independientemente de la
VCS, los resultados sugirieron que la disminucion en los valores de eficiencias de consumo
del PSR no estuvo relacionada con los cambios en la comunidad microbiana o con un
efecto toxico del sulfuro. El comportamiento observado podria ser atribuido a propiedades

metabodlicas del cultivo, como los factores cinéticos.
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Evaluation of the dynamics of a microbial community at different sulfate
loading rates in a UASB reactor: physiological and molecular analysis
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ABSTRACT

In a sulfate reducing process (SRP) changes in loading rates as well as presence of
sulfide, could induce modification in the microbial community resulting in a failure of the
process. In this work an upflow anaerobic sludge blanket (UASB) reactor was set up in
order to evaluate the dynamic of a microbial community at different sulfate loading rates
(SLR, 290 to 981 mg SO,-S L'd™) and lactate (C/S ratio of 0.75) and its possible relation
with the respiratory performance of the consortium. The total, archaeal and bacterial DNA
were analyzed for this purpose using random amplified polymorphism DNA (RAPD) and
denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). As the SLR increased, total organic
carbon and sulfate consumption efficiencies decreased from 93+3 to 66%=2 and from
60+5 to 45%=4, respectively. Acetate and propionate were accumulated. A maximum of
37747 mg sulfide-S L™ d* was detected (equivalent to a mg sulfide-S/g volatile suspended
solid ratio of 58). Molecular analysis showed the presence of microorganism related with
the sulfate reduction of lactate and acetate, fermentation of lactate and methanogenesis.
Respiratory steady state at the SLR of 290 mg SO4-S L™d* was related with a microbial
community stable. Likewise, few changes in the microbial community with SLR increase
were observed. The ecological indices indicated a microbial community diverse and similar
up to 73%, irrespectively to SLR changes and sulfide concentration. Therefore, the results
suggest that the decreasing in consumption efficiencies values were not related to the

changes observed in the microbial community or with a toxic effect of sulfide.

INTRODUCTION
The sulfate reducing process (SRP) can be used to remove biologically sulfate from
wastewater generated by many industrial processes. The SRP is a dissimilative anoxic

respiratory process where sulfate is reduced to sulfide using different compounds as
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electron donor. However, a limitation of the biological treatment of sulfate-rich
wastewaters is the sulfide accumulation which can result in a severe inhibition of the
microbial metabolic pathways resulting in a significant decrease in the efficiency and
consumption rates of the SRP (Lens et al, 1998). Besides metabolic alteration of the
microorganisms, changes in the microbial community structure as resulted of the toxicity
to sulfide or to the environmental changes can occur. In this sense, a functionally stable
ecosystem do not necessarily implies a stable microbial community. In fact, in a
methanogenic reactor changes in the microbial community have been observed even if a
continuous process is under respiratory steady state (SS) (Fernandez et al, 1999),
contrary to those observed by Raskin et al. (1996), where the microbial community was
stable under the respiratory SS. Studies suggest that the performance of respiratory
process can be closely related to the structure and diversity of the microbial community
(McMahon et al., 2001). Dar et al. (2007) with ethanol and sulfate using an UASB reactor,
obtained a sulfate consumption efficiency more than 93% with only four different species
of sulfate reducing bacteria identified. In contrast, Kaksonen et al. (2004) reported sulfate
consumption efficiency of 60-75% with a relatively more diverse consortium of SRB in a
fluidized-bed reactor with ethanol or lactate. On the other hand, some studies show that
the change of environmental conditions such as the C/S ratio could modify the metabolism
process from the fermentation to the sulfate reduction of lactate (McCartney and
Oleskiewicz, 1991, 1993), suggesting that the environmental conditions (C/S ratio) could
influence the respiratory process. However, in that study the structure of microbial
community was not analyzed. Thus, the studies about the relationship between the
community structure and the physiological respiratory pattern in sulfate reducing reactors
are still insufficient. In this sense, studies to understand whether the respiratory process is
essentially dependent of the microbial composition, or if the metabolic change is in

function of the environmental conditions are required.

The use of molecular methods to study the structure and dynamics of microbial
populations over time and under the influence of environmental changes in bioreactors
could be helpful in order to the behavior of respiratory processes (Boon et al, 2002).
Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD) has been widely used in classification of
microbial species and phylogenetic analysis (Dweikat et al, 1993), genome analysis
(Grajal-Martin et al., 1993), and in DNA analysis of soil and sludge microbial communities
(Xia et al, 1995; Xie, 2004). Another method used in genetic analysis of population is

denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). This method has been widely used to
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identify complex microbial communities and to determine the phylogenetic affiliation of the

community members (Ferris et al., 1996; Watanabe et a/., 2000).

The present work was focused on the evaluation of the dynamics of the microbial
community subjected to different loading rates of sulfate and lactate in an upflow
anaerobic sludge blanket (UASB) reactor and its possible relation with the physiological
respiratory pattern of the consortium. This evaluation was conducted in the UASB reactor

by means of substrate consumption efficiencies, yield products and ecological indices.

MATERIALS AND METHODS

UASB reactor: continuous assays. An UASB reactor of 1.5 L inoculated with 3.6 g
volatile suspended solids (VSS) L™ of sulfate reducing sludge, previously obtained in a
bench scale UASB reactor, was fed with five sulfate loading rates (SLR, mg SO,-S L'd?):
290, 436, 654, 817, and 981. These loading rates were selected considering the usual SLR
range of many industrial effluents. Lactate was added as electron donor for the SRP to
obtain a stoichiometric C/S ratio of 0.75. The reactor was operated at 32°C, one day of
hydraulic retention time (HRT) and fed with two separate mineral media, fraction 1 (F1)
and fraction 2 (F2). F1 contained sulfate source (Na,SO,) while F2 provided the electron
source (sodium lactate). NH4Cl was used as nitrogen source (F1) and adjusted to a C/N
ratio value of 50. Composition of mineral media is previously described in Garcia-Saucedo
et al. (in press). The pH of each fraction was adjusted to 7.0.

The respiratory process was evaluated by means of the substrate consumption efficiencies
(E, mg of substrate consumed mg of substrate fed™) and yield products (¥, mg of product

mg of substrate consumed™).

Sludge samples and extraction of DNA. Sludge samples homogeneous were
withdrawn from the UASB reactor under respiratory steady state at each SLR. Samples
were stored at -20°C until analysis. Total DNA was extracted from 500 mg of sludge by
means of an UltraClean™ Soil DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Solana Beach, CA,
USA)

DNA amplification and band visualization: RAPD fingerprints. Total DNA of the
community was analyzed by RAPD. PCR amplification reactions were carried out in a
volume of 50 uL, containing 5 pL of 10x buffer magnesium free, 5 PL of magnesium
chloride 25 mM, 1 pL of the nucleotide mix (10 mM of each dNTP), 0.5 pL of Tag DNA
polymerase 5 u/uL, 2 pL of primer 20 pmol/pL (Table 1) and 1uL of sludge DNA (200
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ng/WL). DNA amplification was carried out in an Mastercycler personal (Eppendorf,
Hamburg, Germany) with the following procedure: 30 cycles for 45 s at 94°C (denature),
45 s at the annealing temperature indicated in Table 1, in order to obtain reproducible
data and 90 s at 72°C (extension). The amplified products were analyzed by agarose gel
electrophoresis, stained with ethidium bromide and visualized in a transilluminator of UV
by means of Quantity One software and Gel Doc 2000 transilluminator (Bio-Rad, Hercules,

CA, USA). Reactions and gels were made by duplicate.

Table 1. List of random primers for RAPD.

Code Sequence (5" to 3" % GC T annealing (°C) T reference (°C)
FO1 ACG CGC CCT 77 45 36°
A09 GGG TAA CGC C 70 45 38°
LE CTGCTG GGA C 70 40 36°
LO CCCGTCAGCA 70 40 40°
6.1 ACCCGGTCAC 70 45 36°
6.2 TTC GAGCCA G 60 45 36°
6.3 GTG AGG CGT C 70 45 36°
6.6 GAT GACCGC C 70 45 36°
6.7 GAA CGG ACT C 60 45 36°
6.9 TGG ACC GGT G 70 45 36°
6.10 CTCACCGTCC 70 40 36°

@ Quednau et al., 1998; ° This et al., 1997; © Ruimy et al., 2001; ¢ Lopez-Jiménez et al.,
2001; € Xie, 2004.

PCR and DGGE analysis of 16 rRNA genes. The V6-V8 regions of the bacterial 16S
rRNA genes were amplified using universal bacterial primers 968GC-f and 1401-r (Nibel et
al, 1996). The V2-V3 regions of archaeal 16S rRNA genes were amplified using the
primers A109 (T) f and 515GC-r (Lane, 1991; Muyzer et al, 1993; Grosskopf et al., 1998).
PCR amplifications were performed as describe by de Bok et a/. (2006) but using annealing
temperatures of 54 and 53°C for bacterial and archaeal DNA amplification, respectively
(CG1-96 thermocycler, Corbett Research, Sydney, Australia). The amplification product
was separated by DGGE on a DCode universal mutation detection system (Bio-RAD
Laboratories, Hercules, USA) as indicated by Cervantes et a/ (2003) but on 6% (w/v)
polyacrilamide gels using denaturant gradients of 30 to 55% and 40 to 55% for bacterial
and archaeal amplicons, respectively. The 100% denaturant contained 7 M urea and 40%
(vol/vol) formamide. The DGGE gels were stained with silver nitrate (Sanguinetti et al.,
1994) and visualized using Epichemi® Darkroom (UVP Biolmaging Systems, Upland, CA)

and Labworks Image Acquisition and Analysis software 4.0.
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DGGE bands were excised and reamplified using the primers previously described.
The PCR products were purified (Wizard® SV gel and PCR Clean-Up System, Promega,
Madison, WI, USA), visualized by agarose gel electrophoresis and sequenced using ABI
Prism Big-Dye Terminator 3.1 Ready Reaction Cycle Sequencing on an ABI Prism 3100
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Warrington, UK). The DNA sequences were
analyzed using Chromas (http://www.technelysium.com.au/chromas.html) and BioEdit
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) programs. The identification of the
partial sequences were estimated using the Basic Local Alignment Search Tool BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) algorithm (McGinnisand Madden, 2004). The presence
of chimerical sequences was checked with the Ribosomal Database Project Chimera Check
program (http://rdp8.cme.msu.edu/cgis/chimera.cgi?su=SSU) (Cole et al., 2003).
Nucleotide sequence accession numbers. Sequences obtained in this study were
deposited in Genbank under accession numbers EU287856-EU287864, EU287866-
EU287867, EU443144, EU443146 y EU443148.

Data analysis of RAPD and DGGE. The richness (S) value represents the total number
of quantifiable and reproducible bands in each lane. The value of Shannon-Weaver index
(H) indicates the distribution and variation of genetic diversity within the species and
between them (Shannon and Weaver, 1963). The equitability index (J) indicates the
distribution of the abundance of the different bands. 4 and J indices were calculated
according to Yang et al. (2000) and Ramirez-Saad et al. (2003). Images were analyzed by
Image] 1.37v software (http://rsb.info.nih.gov/ij/). Band surface and pixel intensity were
taken as a surrogate measure of band abundance. The similarity coefficient (C) was
calculated from the results obtained by RAPD technique as described by Yang et al. (2000)
following the formula of Nei and Li (1979). The similarity coefficient counts only the
presenceofa band in both individualsasa matchand ignoresthe shared absence of a band.

While minor is the value of Cthere are more differences among the communities of a treatment.

Analytical methods. Inorganic carbon measured as HCO;" and organic carbon were
analyzed in a total organic carbon analyzer as described by Cuervo-Lépez et al. (1999).
The concentration of acetate and propionate was determined by gas chromatography as
described by Garcia-Saucedo et al (in press). Lactate-C was determined as total organic
carbon (TOC) minus acetate-C and propionate-C. CO, and CH, were quantified by gas
chromatography as described by Pefia-Calva et al. (2004). The sulfate concentration was
measured by capillary electrophoresis as described by Reyes-Avila et al. (2004). Dissolved

sulfide and total and volatile suspended solids (TSS, VSS) contents were determined using
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standard methods (APHA, 1995). Standard curves were conducted at least in triplicates for
each analytical method. In all cases, the coefficient of variation for slope, coefficient of
determination (R*) and intercept were less than 8%. Statistic analyses were conducted
with the Number Cruncher Statistical System (NCSS) 2001 software (Hintze, 2001).

RESULTS AND DISCUSSION

Effect of sulfate and lactate loading rate on the respiratory behavior. Steady-
state was considered when the variation coefficient of sulfate consumption rate, sulfide
and HCO5; production rates obtained at each SLR was lower than 11%. Standard
deviations were calculated from at least seven independent measurements obtained
during the steady state (at least 12 HRT times were considered in each SLR). Under these
conditions the pH value was 7.5 £+ 0.1.

Consumption efficiencies of sulfate, lactate and TOC are shown in Figure la. Lactate
consumption efficiency (£.4c) was higher than 91% =+ 4 irrespectively to the SLR. From
290 to 654 mg SO,-S L*d?, sulfate consumption efficiency (Esos) was 60% + 5. However,
at higher SLR the Esps decreased to 45% = 4. Concomitant to the increase in SLR a
gradual decrease in the TOC consumption efficiency (Eroc) from 93 + 3 to 66% =+ 2 was

observed.
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Figure 1. () Substrate consumption efficiency and (b) yields in product formation of the
sulfate reducing process. Efficiency, mg of substrate consumed mg of substrate fed™. Yield

products, mg of product mg of substrate consumed™. DS, dissolved sulfide.

pdfMachine
A pdf writer that produces quality PDF files with ease!
Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across
nearly all Windows platforms, simply open the document you want to convert, click “print”, select the
“Broadgun pdfMachine printer” and that’s it! Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

Yield values for different products at each SLR are shown in Figure 1b. The
increase in SLR from 290 to 436 mg SO.,-S Ld! resulted in an increase in sulfide
production rate from 148.7+17 to 260.3+10 mg S-sulfide L™*d. In the range from 654 to
981 mg SO4-S L*d* the sulfide production rate was 377 + 7 mg sulfide-S L™ d* (58 mg
sulfide-S/g volatile suspended solid). In all cases, dissolved sulfide yield values were
always higher than 0.87 £ 0.07 irrespectively of the SLR. The biomass yields in contrast,
remained between 0.03 and 0.05 £ 0.008, indicating that the process was dissimilative.
Methane vyield values were not higher than 0.07 + 0.02, thus the methanogenic process
was negligible. Lactate was mineralized to HCO; at a yield average value ( Yyp3) of 0.75 £
0.03 during the first three SLR. However, at 981 mg SO4-S L''d?, Yicos values decreased
while acetate (Y,) and propionate (Y») vields increased significantly (a, 0.05). Results
suggest that lactate fermentation process (eq. 1) and lactate mineralization by SRP (eq. 2,
3 and 4) occurred. Considering that these assays were conducted at a C/S stoichiometric
ratio (0.75), the results are in contrast with those reported by McCartney and Oleszkiewicz
(1991; 1993), where accumulation of acetate and propionate was observed in microbial
consortia at C/S ratio close to 4.7 and sulfate was not consumed, while, acetate
accumulation was observed at C/S ratios < 2.06 by SRP. The inefficient SRP in this current
work could be related with the presence of the fermentation besides kinetic factors
(Garcia-Saucedo et al., in press). Lactate fermentation could be carried out by sulfate
reducing microorganisms (Widdel and Pfennig, 1982) and some other fermentative

microorganisms (Janssen, 1991) present in the microbial consortium.

C5Hs05 0 0.66 C3HsO, + 0.33 C,H30, + 0.33 HCO;+ 0.33 HY  AG®’ -54.7 KJ/reac. Eq. 1
CsHs05™ + 0.5 SO,~ 0 C,H30, + HCO; + 0.5 HS + 0.5 H* AG®" -80 KJ/reac. Eq. 2
C,H30, 4+ SO4~ [ HS + 2HCO5 AG®’ -47.6 KJ/reac. Eq. 3
CsHs0;, + 0.75 SO,~0 C,Hs0,” + HCOs™ + 0.75 HS™ + 0.25H* AG®’-37.5 KJ/reac. Eq. 4

In order to evaluate the dynamics of the microbial community exposed to different
loading rates of sulfate and lactate and its possible relation with the physiological
respiratory response of the consortium, the total DNA, archaeal and bacterial DNA were

analyzed.
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Microbial community in the UASB reactor. The pattern of bands of archaeal and
bacterial DNA obtained by DGGE at the different SLR during respiratory SS is shown in

Figure 2. Some differences were noted in position, intensity and number of bands in the

microbial DGGE patterns. The patterns revealed at different SLR in the UASB reactor the
presence of 11 and 8 distinguishable bands in archaeal and bacterial community
respectively, reflecting the richness (S) and structure of the microbial community.

The results of the analysis of archaeal and bacterial community of the sludge are shown in
Table 2. The analysis shows the presence of strains related with sulfate reducing bacteria,
fermentative bacteria and methanogenic archaea (MA).

Some bacteria could be involved in the SRP, strains related to Desulfobacca
acetoxidans (94-95%), which is an acetate consumer, and other related to Desulfovibrio
sp. (98%) which produces acetate from lactate were present (Postgate, 1984; Oude
Elferink et al, 1999). In fact, they have been identified in sulfate reducing reactors to a C-
lactate/S-S0O, ratio stoichiometric of 0.75, at 35°C and pH effluent close to 8 (Kaksonen et
al. 2004). A strain related to Clostridium propionicum (96%) was detected, which suggests
that lactate fermentation could be carried out by this bacterium (Janssen, 1991). Strains
clustering with y-Proteobacteria (bands B1, B3 and B4, Table 2) showed similarity to
sulfur- and sulfide-oxidizing bacteria such as Halothiobacillus kellyi (93%) (Sievert et al.,
2000). These strains also have been identified in sulfate reducing reactors (Kaksonen et al.
2004). Some bands of DGGE gels were not sequenced, therefore the bacterial strains
presented in this work do not conform the total bacterial community.

The microbial analysis also showed methanogenic archaea (MA) close to
Methanobacterium beijingense (93-98%) a hydrogenotrophic MA which is present in many
anaerobic digesters (Ma et al., 2005; de Bok et al., 2006). Several acetoclastic MA close to
uncultured Methanosaeta sp (99%) and members from the Methanosarcinaceae family
were also present (Raskin et al., 1996). In spite of the presence of these MA, the methane
formation was very low irrespectively of the SLR (Figure 1b). These results might be
related to the C/S ratio of 0.75 used which was close to stoichiometric value for SRP and
possibly also with the C/N ratio of 50. Similar results were also observed by Raskin et al.
(1996) in a sulfate reducing reactor with 450 d of operation where methane production
was negligible and MA were detected. Thus, it is suggest the culture conditions could
influence the orientation of the respiratory process independently of the microbial

structure.
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Figure 2. DGGE profiles of 16S rRNA amplicons in respiratory steady state. (a) Archaeal
DGGE profiles and (b) bacterial with lane numbers indicating the SLR (mg SO4-S L*d)
each sample was collected. Identified DGGE bands are labeled to the right. M, marker; A,
archaeal community; B, bacterial community. Samples from UASB reactor (day zero, start
up) were 57 days (lane 2), 65 days (lane 3), 71 days (lane 4), 79 days (lane 5), 87 days
(lane 6), 101 days (lane 7), 144 days (lane 8), 165 days (lane 9), 183 days (lane 10), 193
days (lanell) and 202 days (lane 12).
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Table 2. Identification of archaeal and bacteria 16 S rRNA genes retrieved from a UASB

reactor and percent similarities to the closest related sequence in the NCBI database.

Escherichia coli positions 110 to 482 and 969 to 1367.

Position? Accession no. Closest related sequences in database Accession no. % Similarity
(NCBI)

Archaea

Al EU287863 Uncultured Methanosaeta sp. AY692056 99
Methanosaeta concilii AB212062 99

A2 NA

A3 NA

A4 EU287866 Uncultured Methanosarcinaceae archaeon EF420174 99
Methanothrix soehngenii X51423 99

A5 EU287864 Uncultured Methanosarcinaceae archaeon EF420174 99
Methanothrix soehngenii X51423 99

A6 EU287860 Methanobacterium beijingense DQ649302 98

A7 EU287862 Uncultured archaeon DQ088782 94
Methanobacterium beijingense DQ649302 93

A8 S° Uncultured Methanosaeta sp. AY692056 99

A9 EU287859 Uncultured Methanosaeta sp. AY692056 99

Al10 EU287856 Uncultured Methanosaeta sp. AY692056 99

All EU287861 Uncultured Methanosaeta sp. AY692056 99

Bacteria

Bl s Uncultured bacterium AY340824 100

B2¢ EU443148 Uncultured bacterium AY667258 99
Clostridium propionicum X77841 96

B3 EU287857 Uncultured bacterium AY340824 100

B4 EU287858 Uncultured bacterium AY340824 99

B5 NA

B6 EU287867 Desulfovibrio sp. L7 EF055877 98

B7¢ EU443146 Uncultured bacterium DQ404769 98
Desulfobacca acetoxidans AF002671 95

Bg¢ EU443144 Desulfobacca acetoxidans AF002671 94

2 positions of the amplicons in the DGGE gel (Fig. 2); NA, no accession number; S° similar

to A9 (Accession no., EU287859); S° similar to B3 (Accession no., EU287857)
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The amplification of total DNA was conducted by RAPD using eleven primers. As
only seven primers showed changes in band patterns (FO1, AQ9, LE, 6.1, 6.2, 6.3 and 6.9)
these primers were considered for the analysis. Figure 3 shows the amplification of bands
with the primer FO1 at different SLR.
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Figure 3. DNA amplification with the primer FO1 by RAPD with lane numbers indicating the
SLR (mg SO4-S L*d™) each sample was collected. Identified RAPD bands are labeled to the
right and left. M: 100 bp DNA marker to the right. Samples from UASB reactor (day zero,
start up) were 57 days (lane 2), 65 days (lane 3), 71 days (lane 4), 79 days (lane 5), 87
days (lane 6), 101 days (lane 7), 144 days (lane 8), 165 days (lane 9), 183 days (lane 10),
193 days (lane 11) and 202 days (lane 12).

Effect of SLR on the microbial community. At SLR of 290 mg SO,-S L*d™ six samples
of sludge in respiratory SS were analyzed. Within a period of 48 days, two bands related
with Methanosaeta sp (A10 and All, Figure 2a) appeared, one band related with
Desulfovibrio sp appeared (B6, Figure 2b) while a band related with Desulfobacca sp
disappeared (B7, Figure 2b). The analysis of banding pattern in terms of A and J indices
(Table 3 and 4) showed values constant, and C values close to 1 (Table 5), suggesting a
diverse, evenness and similar microbial community. Therefore, the respiratory SS was
related with a microbial community stable. Fernandez et al (1999), as mentioned
previously, observed changes in the microbial community even when the continuous
process was in respiratory SS. However, authors use only parameters like COD and pH to

evaluate the physiological respiratory state of the process. A factor considered in this
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current work was the use of others measuring variables to evaluate the respiratory

process which allowed to be more strict in defining the respiratory SS.

Table 3. Estimation of richness (S), indices of diversity (~) and equitability (J) for each SLR

(mg SO,-S L't d) of total DNA by RAPD.

Primers

SLR ifc/':'x FO1 Le 61 62 63 69 A9 ._ . Average J

290 S1 90 3.0 40 50 50 7.0 50 38 5.43t1.99 0.965
H1 22 11 13 16 15 19 16 1.63+0.36

290  S2 9.0 30 40 50 50 7.0 50 38 5.43t1.99 0.964
H2 22 11 13 16 15 19 16 1.63+0.36

290 S3 90 30 40 50 50 7.0 50 38 5.43£1.99 0.964
H3 22 11 13 16 15 19 16 1.63+0.36

290 S4 90 30 40 50 50 70 50 38 5.43t1.99 0.963
H4 22 10 13 16 15 19 16 1.63+0.36

290 S5 9.0 3.0 40 50 50 80 5.0 39 5.57£2.15 0.959
H5 22 10 13 16 15 20 16 1.65+0.38

290 S6 9.0 3.0 40 50 60 80 5.0 40 5.71%2.14  0.962
H6 22 10 13 16 17 20 16 1.68+0.38

436 S7 70 30 40 60 60 70 60 39 5.571.51 0.972
H7 19 10 13 17 17 19 17 1.67+0.31

654 S8 60 60 50 70 60 70 60 43 6.14£0.69 0.992
H8 18 17 16 19 17 19 17 1.80+0.11

981 S9 60 70 60 70 60 70 6.0 45 6.43£0.53  0.995
HO 18 19 17 19 17 19 17 1.85+0.08

981 S10 60 70 60 70 60 7.0 6.0 45 6.43£0.53  0.995
H10 18 19 17 19 17 19 17 1.85+0.08

817 S11 60 70 60 70 60 60 60 44 6.29£0.49 0.994
H11 18 19 17 19 17 17 1.7 1.83+0.07

Table 4. Estimation of richness (.5), indices of diversity (+) and equitability (J) for each SLR

of bacterial and archaeal community by DGGE.

Sulfate loading rates (mg SO,-S L'd™)

290 290 290 290 290 290 436 654 981 981 817
Bacterial
S 5.00 5.00 5.00 5.00 500 500 700 7.00 7.00 7.00 7.00
H 139 145 149 148 143 146 18 185 1.86 1.88 1.89
] 0.86 089 092 092 0.8 090 095 095 095 096 0.97
Archaeal
S 9.00 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00 11.00
H 2,13 236 237 237 237 239 238 238 238 238 239
] 096 098 098 098 098 099 099 099 099 0.99 0.9
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Table 5. Coefficients similarity (C) of total DNA sequence by RAPD for each SLR (mg SO4-S
L*d?). Samples from UASB reactor (day zero, start up) were 57 days (sample 1), 65 days
(sample 2), 71 days (sample 3), 79 days (sample 4), 87 days (sample 5), 101 days
(sample 6), 144 days (sample 7), 165 days (sample 8), 183 days (sample 9), 193 days
(sample 10) and 202 days (sample 11).

SLR Samples 290 290 290 290 290 290 436 654 981 981 817

290 1 1

290 2 1 1

290 3 1 1 1

290 4 1 1 1 1

290 5 0.98 0.98 0.98 0.98 1

290 6 0.97 0.97 0.97 0.97 098 1

436 7 0.88 0.88 0.88 0.88 0.89 0.91 1

654 8 0.81 0.81 0.81 0.81 0.82 0.84 092 1

981 9 0.74 0.74 0.74 0.74 0.76 0.77 0.85 093 1

981 10 0.74 0.74 0.74 0.74 0.76 0.77 0.85 093 1 1
817 11 0.73 0.73 0.73 0.73 0.74 0.76 0.84 091 098 098 1

On the other hand, when the SLR was increased from 290 to 436 mg SO,-S L*d?,
the biggest changes in the pattern of bands were observed. Many microorganisms
remained constant with the increase of SLR, such as those related with Desulfovibrio sp,
Desulfobacca sp, and MA. Likewise, the increment in the rate of sulfide production in the
first three SLR, did not imply an increase in the number and in the relative abundance of
bands related with the SRP. In spite of the increase in SLR to 817 and 981 mg SO,-S L'd*
which resulted in a higher Y, and Y, values (close to 31% of the carbon fed was converted
into acetate and propionate) and decreasing in Esos and Eroc, the smallest changes in
banding pattern were observed. At the end of the experimentation the bands number of
total DNA, bacterial and archaeal patterns increased in 15, 40 and 22% respectively, and
high number bands detected at the first SLR remained constant (up to 80%). Likewise,
similarity coefficient values showed a similar up to 73% between the community at 290
and 817 mg SO,-S Ld™ (Table 5). This behavior suggests that the changes observed in
banding pattern with the increase of SLR were not related to decrease of Esps and Eroc

values and increase Y; and Y» values.
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When the SLR was increased from 290 to 436 mg SO,-S Ld, an increase in the H
values (27%) of the bacterial community (by DGGE) was observed (Table 4). When was
increased from 436 to 654 mg SO4-S L''d? an increase in the H values (7%) in the total
DNA community (by RAPD) was detected (Table 3), later on the H values remained
without change. These H values suggesting that neither SLR nor sulfide accumulation
negatively affected the diversity of the microbial community. These results are in contrast
with previous studies where a lower microbial diversity was observed as a result of a
selective pressure (Nyman et al., 1999; Tirola et al., 2002; von Canstein et al,, 2002). The
diversity of the microbial community may enhance robustness and flexibility under variable
operational conditions (Kaksonen et a/, 2004), such as increases in discharges of sulfate
or increase in sulfide and organic compound concentration. Likewise, the J index values
were close to 1, indicating that irrespective of the SLR the abundance of the microbial
population was rough similar among them. However, the relative abundance of bands B6
and B8 in bacterial community related with SRP and A8 and A9 in archaeal community was
the biggest (Figure 2), suggesting that possibly these population be in more proportion
inside the domains. Therefore, ecological indices, H, J and C indicated a microbial
community diverse, evenness and similar up to 73% along the increases in SLR and sulfide
concentration.

On the other hand, the sulfide produced does not seem have been a strongly toxic
compound on the microbial community accord with the presented values (Table 3 and 4).
In contrast, a previous study using other compounds toxics, like, 3-chlorobenzoate and
2,5-dichlorobenzoate, showed the decrease over the time of S, H and J values in a
bacterial community, indicating a decrease in the diversity and the populations' unequal
abundance (Ramirez-Saad et al., 2003). This suggests that the magnitude of the change
of the community structure could also depend on the type and concentration of the toxic
compounds. Thus, the sulfide it does not seem to be related with the decrease of carbon
and sulfate efficiencies and increase in acetate and propionate yields, as was found in a
previous study in batch culture with different initial sulfide concentration (Garcia-Saucedo
et al., in press).

Finally, no clear relationship was found between shifts in the microbial community
and the changes in metabolism, namely, the decrease in the TOC and sulfate elimination
efficiency and bicarbonate yield values. Thus, the respiratory behavior observed could be

attributed to metabolic properties of culture such as kinetic factors.
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6. CONCLUSIONES GENERALES, RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se identificaron algunos factores que contribuyen a disminuir
la efectividad del PSR bajo condiciones de cultivo definidas, cuando el lactato es el
donador de electrones, tales como la fermentacién y las bajas velocidades especificas de
consumo de acetato y propionato. Las principales conclusiones obtenidas durante este
trabajo fueron las siguientes:

Se encontré que conforme la VCS aumentd en el reactor UASB, las eficiencias de
consumo de carbono organico total y de sulfato disminuyeron significativamente de 93+3
a 66%=2 y de 60+5 a 45%=4, respectivamente. El acetato y el propionato fueron
acumulados por el PSR y la fermentacién, siendo estos los principales procesos que se
llevaron a cabo. Estos resultados indicaron que la eficiencia del proceso sulfatorreductor
fue afectada negativamente por la fermentacion. El analisis de la composicion microbiana
mostrd la presencia de bacterias relacionadas con la sulfatorreduccion de lactato y acetato
y relacionadas con bacterias fermentativas de lactato, lo cual sugiere que la respuesta
respiratoria observada podria estar asociada con la presencia de estas cepas.
Independientemente de la VCS, los Ysp fueron cercanos a 1, mientras que los Y, fueron
muy bajos. No obstante, el analisis microbiano mostrd la presencia de microorganismos
metanogénicos. Estos resultados dan evidencia de que las condiciones de cultivo podrian
ser las determinantes en la orientacion del proceso, mas que el tipo de poblaciones en el
consorcio microbiano. En este sentido, el empleo de una relacion C/S cercana al valor
estequiométrico de la sulfatorreduccion fue la de mayor importancia.

En cultivo en lote con sulfato y lactato se observaron simultdneamente dos
procesos metabdlicos: la sulfatorreduccion y la fermentacion, al igual que ocurrié en el
cultivo continuo. No obstante, los ensayos realizados con adicion de sulfuro revelaron un
cambio en el perfil de fermentacion del lactato, mostrando que bajo estas condiciones se
alcanzé un proceso completamente sulfatorreductor. Para evaluar el efecto inhibitorio del
sulfuro se empled la relacion S-sulfuro/biomasa, y con base en ésta se encontrdé que la
disminucion en las eficiencias de consumo y la acumulacion de acetato y propionato en el
reactor UASB no parece estar relacionada con una inhibicion debida al sulfuro. Sin
embargo, las velocidades especificas de consumo de acetato y propionato obtenidas
fueron hasta once veces menores a la obtenida para el lactato, indicando que estas s
diferencias importantes pudieron afectar a la respuesta respiratoria del PSR cuando se
incrementd la velocidad de carga. Los hallazgos encontrados en estos ensayos son

innovadores, ya que a diferencia de otros trabajos donde solo se sugiere una posible
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inhibicion del sulfuro cuando hay una disminucién en las eficiencias de consumo, en este
trabajo se muestra evidencia que indicd lo contrario. Emplear la relacion mg S-
sulfuro/biomasa en reactores continuos podria ayudar a identificar un efecto inhibitorio del
sulfuro.

En el andlisis de la dinamica de comunidad en cultivo continuo se encontrd que el
estado estacionario respiratorio estuvo relacionado con una comunidad microbiana
estable. Con el incremento de la velocidad de carga se presentaron pocos cambios en la
comunidad microbiana. Los valores de C mostraron que la comunidad fue hasta 73%
similar. Los valores de Sy el indice 4 no indicaron un efecto negativo sobre la comunidad
microbiana por el incremento de la velocidad de carga y la produccion de sulfuro.

Aunque los valores del indice J tampoco indicaron el predominio de ciertas
poblaciones, si se logra observar una mayor abundancia relativa en las bandas
relacionadas con el PSR.

Estos resultados muestran que la disminucion en la eficiencia de consumo vy
rendimiento en el cultivo continuo no estuvo relacionada con cambios en la comunidad
microbiana, ni tampoco con un posible efecto toxico del sulfuro. Por el contrario, queda
claro que puede ser fuertemente atribuida a las propiedades cinéticas del cultivo, tales
como las bajas velocidades de consumo especificas de acetato y propionato.

A diferencia de otros trabajos, en éste se logré conjuntar el analisis del proceso
respiratorio sulfatorreductor y la relacion que existe con la composicion microbiana, tanto
en el estado estacionario respiratorio como a través de los cambios de las condiciones
ambientales. Un factor importante al que se le podria atribuir la relacion entre el estado
estacionario fisioldgico y la microbiologia observada, pudo ser el uso de las variables de
respuesta adecuadas para evaluar la fisiologia respiratoria, las cuales permitieron ser mas
estrictos en definir el estado estacionario respiratorio, en contraste con otros trabajos. Los
hallazgos encontrados en la comunidad microbiana mostraron también que es posible
mantener una elevada diversidad microbiana en un reactor sulfatorreductor, lo que le
confiere estabilidad al proceso. Esto podria ser un avance a nivel practico, lo que implicaria
en un futuro PSR fisioldgicamente estables durante mas tiempo y alcanzar una rapida
recuperacion fisioldgica bajo cambios drasticos de condiciones. Cuando se tiene un pleno
conocimiento del proceso podrian conjuntarse el analisis del proceso respiratorio y el
empleo de técnicas moleculares simples para evaluar la dindmica de la comunidad
microbiana y tener indicios cuantitativos y cualitativos de las poblaciones microbianas a lo
largo del tiempo, y, por ejemplo, identificar si existe riesgo de perder el indculo bajo

cambios drasticos de condiciones. Esto es importante, ya que si se trata de procesos

pdfMachine
A pdf writer that produces quality PDF files with ease!

Produce quality PDF files in seconds and preserve the integrity of your original documents. Compatible across

nearly all Windows platforms, simply open the document you want to convert, click “print”, select the
“Broadgun pdfMachine printer” and that’s it! Get yours now!



http://www.pdfmachine.com?cl

desasimilativos, la recuperacion fisioldgica y microbioldgica del reactor podria tardar un
tiempo considerable.

La presencia de cepas relacionadas con bacterias sulfoxidantes, que se
mantuvieron en nuestro consorcio independientemente de la velocidad de carga, da
evidencia de la factibilidad de emplear procesos integrados de sulfatorreduccion y
sulfoxidacion. Sin embargo, también la presencia de nuevas secuencias encontradas en
este estudio da indicio de la escasa informacidon que todavia existe en relacién a la
capacidad metabolica de muchas cepas no identificadas. Muy posiblemente, a algunas de
ellas se les pueda incluso atribuir en el futuro mas de una capacidad metabdlica (o
proceso microbiano), como ya ha ocurrido con otros microorganismos.

Debido a que en este estudio se observé una disminucién considerable en las
eficiencias de consumo de sulfato y COT en cultivo continuo, dos acciones pueden ser
recomendadas con el proposito de incrementar la eficiencia de consumo, de acuerdo con
los resultados obtenidos: 1) mantener la relacion mg S-sulfuro/g SSV entre 75 y 150 para
disminuir la fermentacién y evitar la inhibicion por sulfuro, y 2) aumentar la velocidad de
consumo de acetato por dos medios posibles, ya sea incrementando la concentracion de
biomasa o incrementando el TRH en el reactor. Una vez lograda la reduccién completa no
asimilativa de todo el sulfato a sulfuro, este ultimo podria ser oxidado biolégicamente a
azufre elemental como siguiente propdsito.

La relacidon S-sulfuro/biomasa permitié evaluar la inhibiciéon por sulfuro en un PSR.
Considerando esto, seria recomendable realizar mas estudios encaminados a explorar el
efecto inhibitorio del sulfuro, empleando la relacion S-sulfuro/biomasa bajo diferentes
condiciones de cultivo. Un ejemplo, podria ser evaluar el efecto inhibitorio del sulfuro a
una relacion C/S estequiométrica con donadores de electrones sencillos como acetato,
propionato y etanol y complejos como melaza. Otro ejemplo, podria ser evaluar el efecto
inhibitorio del sulfuro sobre el consumo de sustrato a relaciones C/S mayores que la
ensayada en este trabajo. Esos resultados podrian ayudar, a resolver algunos problemas
que son atribuidos a la toxicidad del sulfuro, a tener un mejor control para dirigir un

proceso y consecuentemente tener procesos mas eficientes.
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APENDICES
Apéndice 7.1.
Curvas de calibracién

Para la validacion de los métodos se prepararon muestras estandar. Las curvas
estandar se realizaron por duplicado para evaluar la reproducibilidad del analisis para cada
método analitico. Se calculd la pendiente, el coeficiente de correlacion y el coeficiente de

variacion.

Pendientes, coeficientes de correlacion (r?) y coeficientes de variacién (C.V.) de las curvas

de calibracion de los diferentes métodos analiticos

Anélisis Pendiente r* C.V. (%)
Sulfato 106.6+4.45 0.9981+0.0004 4.17
Carbono inorganico 183.5+5.3 0.9993+0.0005 2.91
Carbono total 111.9£0.5 0.9999 0.45
Acetato 506.7+24 0.999+0.0003 4.75
Propionato 849.3+44 0.9998+0.0007 5.23

Apéndice 7.2.
Cuantificacion de sulfato por el analizador capilar de iones (CIA-Waters)

Se filtra el electrolito, la solucién estandar de concentracién conocida, y la muestra
problema utilizando un filtro de membrana de tamano de poro de 0.45 micras. Se
depositan 0.5 mL de filtrado en un vial de vidrio, evitando la formacion de burbujas.
Durante la rutina del andlisis en el equipo, después de cada 4 muestras, se incluyd una
solucién de concentracidon conocida (20, 40, 60, 80 y 100 ppm) para determinar el estado
de calibracion del equipo, que a su vez sirvid como estandar de referencia para calcular la
concentracion de la muestra.

Electrolito de trabajo. Adicionar 3 mL de electrolito 0.3 mM CIA-Pack™OFM Anion

BT, pH 8, y 4 mL de una solucion de Cromato de Na (100 mM) en un matraz volumétrico

de 100 mL y aforar con agua Milli-Q.

Solucién estandar de concentracién conocida. Preparar una solucion de 1000 ppm

de SO, y realizar diluciones para tener intervalos de concentracién de 20 a 100 ppm del

ion.

Apéndice 7.3
Cuantificacion de sulfuro

En un matraz erlenmeyer de 100 mL adicionar 5 mL de solucién de yodo, agregar
10 mL de agua destilada y 1 mL de HCl 3N. Enseguida medir un volumen (10 mL) de la
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muestra problema y adicionarlo. Dejar en reposo durante 10 min. y proceder a titular
lentamente con la solucidn de tiosulfato de sodio, al alcanzar una coloracion amarilla en el
contenido del matraz adicionar 0.5 a 1 mL del indicador de almidén. Adquirirda una
coloraciéon obscura que al continuar la titulacion en el punto final cambiara a incoloro (o
simplemente hasta observar el vire del color violeta-oscuro debido a la reaccion del

almiddn con el yodo).

Célculo: mg S*/L = [((AXB)-(CXD))x16000]/mL muestra
A = mL de la solucion de yodo

B = normalidad de la solucién de yodo

C = mL de la solucion de tiosulfato

D = normalidad de la solucién de tiosulfato

Soluciones de sulfuro requeridas:

Solucién de tiosulfato de sodio 0.025 N, (para un volumen de 0.5 L). Calentar y

mantener en ebullicién 0.7 L de agua destilada durante 10 min. Dejar enfriar y guardar.
Pesar 3.102 g de Na,S,03 5H,0 disolver en el agua destilada antes mencionada aforando a
0.5 L, guardar en un frasco ambar y agregar 2.5 mL de tolueno como conservador.
Para su valoracion: Pesar 0.25 g de patrén primario K,Cr,O, previamente secado a 100 °C
durante 1 h y aforar a 200 mL. Esta solucion tiene una normalidad 0.025 N.
Procedimiento: En 100 mL de agua destilada en un matraz erlenmeyer disolver 1.5
g de KI y 1 g de NaCOs agregar 20 mL de la solucion K,Cr,0;. A continuacion agregar 5
mL de HCI concentrado cubrir y dejar en reposo aproximadamente 10 min. Agregar 0.5 a
1 mL de indicador de almidon vy titular con la solucidon preparada de tiosulfato de sodio.

Detener la titulacion hasta el punto final, dado por el cambio de color canela a azul ligero.

Calculo: N-Na,S,05;= 20 mL de dicromato * N-dicromato/ mL de tiosulfato

Solucién de yodo 0.025 N. Para un volumen de 0.5 L. Disolver 10 -12.5 g de

yoduro de potasio (KI) en un volumen pequefio de agua. Adicionar 1.6 g de yodo (I,),
después de disolver el yodo verter en un matraz aforando con 500 mL de agua destilada.
Almacenar en un frasco ambar.

Para su valoracion. En un matraz erlenmeyer poner 20 mL de la solucion de yodo.

Agregar 1 mL de HCI 3N, dejar en reposo 8 a 10 min. Adicionar unas gotas del indicador
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de almiddn vy titular con la solucién de tiosulfato. Registrar el volumen de tiosulfato
consumido hasta el vire del color.

Calculo: N-yodo= (Niosuitato *Viiosuifato)/ Vyodo

Indicador de almiddn. Pesar 3 g de almiddn soluble y con un pequefio volumen de

agua preparar una emulsion. Verter la emulsion en 500 mL de agua destilada en
ebullicion, continuar hirviendo durante 3-5 min. Dejar enfriar y sedimentar durante 12 hrs.
Recuperar por decantacion el liquido claro sobrenadante. Guardar en un frasco ambar. Se
puede preservar usando 0.8 g de acido salicilico o unas gotas de tolueno.

Interferencia. El método yodométrico puede tener interferencias por la presencia
de sustancias reductoras que reaccionan con el yoduro, como por ejemplo el tiosulfato,
sulfito y varios compuestos organicos. La presencia de ciertos metales, como Hg, Cd, Cu,
Mo y Fe, puede dar bajos valores por la sal insoluble del sulfuro que se forma. Para
eliminar las interferencias de sustancias solubles (sulfito y tiosulfato) se precipita primero
el sulfuro de zinc, se remueve el sobrenadante y se reemplaza con agua destilada. Este
procedimiento se puede utilizar también para concentrar el sulfuro.

Para corroborar la reproducibilidad del método se llevaron a cabo mediciones con

una concentracion de 50, 70 y 100 mg/L de sulfuro.

Apéndice 7.4.
Cuantificacion de carbono total e inorganico

Se requirid la construccién de dos curvas de calibracion, una para el carbono total
(0 a 500 mg C-total/L) y otra para carbono inorganico (0 a 500 mg C-CO,/L). Para realizar
las curvas de calibracion se prepararon diluciones a partir de una solucién madre con una
concentracion de 1000 mg C/L. Para determinar el carbono total se usé ftalato de potasio
y para el carbono inorganico una mezcla de bicarbonato y carbonato de sodio siguiendo
las indicaciones del manual del equipo. La validacion del método se realizd con cuatro
muestras estandar y dos mediciones por muestra. El analizador genera la regresion lineal

para cada curva de calibracion.

Apéndice 7.5.
Cuantificacion de acidos grasos volatiles
Para la determinacién de acetato y propionato por cromatografia de gases, se

prepararon curvas estandar a partir de una solucion madre de AGV 5 mM, en viales de 2
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mL. Se prepararon 9 diluciones a una concentracion de acetato de 30 a 270 mg/L y de
propionato de 37 a 333 mg/L. Los estandares fueron acidificados con 50 pL de HCl (50%)

en un volumen final de 1 mL de muestra.

Apéndice 7.6.
Cuantificacion de metano y didxido de carbono

Para la cuantificacion de CH, y CO, en el reactor continuo se considero el volumen
de biogas producido por unidad de tiempo y el porcentaje del biogas. La cuantificacién de
CH, y CO, en cultivo en lote se llevd a cabo mediante el empleo de curvas estandar. Se
utilizaron botellas seroldgicas de 60 mL con 55 mL de solucion salina saturada (pH de 2).
Se prepararon 5 estandares por duplicado purgando con helio 3 min. y retirando un
volumen conocido de helio (0.1 a 1 mL) que fue remplazado con CH, o CO,. El volumen de
inyeccion de muestra fue de 0.1 mL. Para determinar la concentracion de CH, y CO, se

utilizd la ecuacion de los gases ideales (V, 31.7 L; T, 25 °Cy 0.77 atm).

Apéndice 7.7.

Determinacion de sdlidos suspendidos volatiles (SSV)
Sdlidos suspendidos totales (SST)

SST (g /L) = (B-A)/V

Donde:

A = peso del crisol (g)

B = peso del crisol + residuo (g), secado a 105 °C
V = volumen de muestra (L)

Sélidos suspendidos fijos (SSF)

SSF (g /L) = (CGANV

C = peso del crisol + residuo (g), incinerado 550 °C
Sélidos suspendidos volatiles (SSV)

SSV (g/L) = SST-SSF

Apéndice 7.8.

Extraccion de ADN del lodo usando el paquete UltraCleanTM Soil DNA Isolation (MO BIO
Laboratories)

A. Muestra de lodo

1. Tomar 7 mL de muestra de lodo homogénea del reactor

2. Esperar a que sedimente y desechar el exceso de medio del envase
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. Remover el contenido de los tubos Bead y pasarlo a un tubo limpio
. Pesar el tubo Bead vacio

. Tomar el sedimento y vaciar en el tubo Bead

. Centrifugar 1" a 14000 g

. Eliminar el sobrenadante con una pipeta

. Pesar aproximadamente 0.5 g de sedimento en el tubo Bead

O 00 N o »nn »~ W

. Adicionar de nuevo al tubo la solucion Bead

. Protocolo modificado del paquete de extraccién de ADN de lodo
. Agitar en vortex la mezcla de la solucién Bead con el sedimento del lodo 10 seg.

. Adicionar 60 L de la solucién S1. Agitar en vortex 10 seg. Calentar a 70 °C durante 5'.

W N ~ @

. Adicionar 200 L de la solucion IRS. Agitar en vortex 10 seg. Calentar a 70 °C durante
5’. Agitar en vortex 10 seg. Calentar a 70 °C durante 5’. Agitar en vortex 10 seg.

4. Centrifugar 1’ a 14 000 g. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio. Deben obtenerse
aproximadamente 450 L de sobrenadante con 0.25g de lodo.

5. Adicionar 250 pL de la sol. S2. Agitar en vortex 5 seg. Incubar en hielo frappe (4 °C)
durante 5.

6. Centrifugar a 14 000 g durante 1'. Transferir el sobrenadante a un tubo limpio.

7. Adicionar 1.3 mL de la sol. S3. Agitar en vortex 5 seg.

8. Adicionar 700 pL a un tubo con filtro. Centrifugar 1’ a 14000 g. Decantar el liquido,
limpiar la boca del tubo. Adicionar otros 700 pL del sobrenadante al tubo con filtro.
Centrifugar 1" a 14 000 g. Repetir el proceso hasta que todo el sobrenadante haya pasado
a través del filtro.

9. Adicionar 300 pL de la solucion S4. Centrifugar 1" a 14 000 g.

10. Decantar el liquido. Centrifugar de nuevo 1’ a 14 000 g.

11. Colocar cuidadosamente el filtro en un tubo limpio. Adicionar 50 pL de la solucién S5 al
centro de la columna (acercar la punta al filtro, asegurandose de que las gotas caigan
dentro de él).

12. Esperar 2.5’ y centrifugar 1’ a 14 000 g.

13. Descartar el filtro

Apéndice 7.9.
Electroforesis en gel de agarosa
1. Preparar agarosa al 0.7% en buffer TAE 1X

2. Colocar la agarosa en el horno de microondas durante 1’ a maximo.
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Dejar enfriar la agarosa hasta 50 °C.

4. Colocar las gomas en las orillas de la cdmara de preparacion del gel para sellarlo y
colocar el peine correspondiente.
La agarosa se vacia en la camara y se deja hasta que solidifique. (20-25 °C).

6. Cuando el gel a polimerizado, se retira el peine y las gomas y el gel se coloca en la
camara de electroforesis con buffer TAE.
Preparar las muestras y el marcador de peso molecular e introducir en los pozos.

8. Correr la electroforesis a 90 V durante 30 min.

9. Sacar el gel de la cdmara de electroforesis y tefirlo incubandolo en una solucién de
bromuro de etidio (10 mg/mL) de 10-15 min.

10. Visualizar el gel con luz UV.

Soluciones

Agarosa 0.7%
50 mL TAE 1X
0.35 g agarosa

Buffer TAE. Solucién para geles 1X
20 mL Solucion Stock 50X

1000 mL Agua estéril

Buffer TAE. Solucion Stock 50X

242 g TRIS Base

57.1 mL Acido acético glacial

100 mL EDTA 0.5 M pH=8

1000 mL Agua desionizada y desmineralizada

Filtrar con filtros Millipore 0.45 ym y esterilizar a 15 Ib. durante 20 min.

Apéndice 7.10.
Reaccién de PCR para RAPD

Componentes de la reaccién Volumen para 50 pL
Agua 35.5 yL
Amortiguador sin magnesio 10X 5L

Cloruro de magnesio 25 mM 5L

Mezcla de nucleétidos 10 mM de cada dNTP 1L
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Taqg ADN polimerasa (5u/ L) 0.5 pL
Iniciador (20 pmol/uL) 2 UL
ADN de lodo (200 ng/pL) 1pL
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Apéndice 7.11.
Fotografias de los geles obtenidos por la técnica de RAPD

IniciadorFO1 - Iniciador 6.9

Lt |

-
Iniciador 6.3 Iniciador 6.2
Iniciador 6.1 IniciadorLE
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Iniciador 6.10

Iniciador AO9

Iniciador 6.6
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Apéndice 7.12.
Reaccién de PCR para DGGE

Componentes de la reaccion Volumen para 50 L
Agua 28.7 uL
Amortiguador sin magnesio 10X 10 pL

Cloruro de magnesio 25 mM 3L

Mezcla de nucledtidos 10 mM de cada dNTP 1L

Taq ADN polimerasa (5u/ pL) 0.3 pL

Iniciador f (10 pmol/pL) 1pL

Iniciador r (10 pmol/uL) 1l

ADN de lodo (200 ng/uL) 5L

Apéndice 7.13.
fndices ecoldgicos
En esta tabla se presenta un ejemplo para calcular los indices ecoldgicos H y J

Supongamos que se tienen cinco cepas con su respectiva abundancia.

Cepa Abundancia Pi Pi In(Pi)

1 n1=50 0.5 -0.347

2 n2=30 0.3 -0.361

3 n3=10 0.1 -0.230

4 n4=9 0.09 -0.217

5 n5=1 0.01 -0.046
S=5 N= 100 2h=1 -H=-1.201

Sustituyendo los valores en las ecuaciones de H'y J que se presentan en la seccion 3.5.5

se obtiene:
H=1.201
J=0.746.
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Supongamos que se quiere saber la similitud (C) entre dos comunidades microbianas. Se
construye una matriz binaria de 0 y 1 obtenida de un patron de bandas de la técnica de
RAPD usando solo un iniciador.

Comunidad microbianal Comunidad microbiana 2

xR
1]
=
Q
Q

OO N (UTAR|WIN|-

= OO IR F IO IFFIO
PR, RPR RO RORORF

= (=
= O

Sustituyendo los valores en la ecuacion presentada en la seccién 3.5.5 para el calculo de

C1,2)-

Donde:
Na2) =4
Ny =7
Na) =8

Se obtiene:

Cin= 2 (4)/(7+8) = 0.53
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