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USO DE BACTERIAS SULFURICAS PURPURAS Y VERDES PARA LA
ELIMINACION DE H2S CONTENIDO EN AGUAS TRATADAS, UTILIZADAS
PARA EL RIEGO

INTRODUCCION

La presencia de H,S en aguas tratadas, que son utilizadas para riego de cultivos u
otros, representa un peligro extenso para las personas que tienen contacto con
estas aguas. Debido a que existe una relacién estrecha entre el metabolismo de
ciertas bacterias con la degradacion de éste 4cido que se presenta en forma de
gas, el cual es producido por desechos provenientes de residuos quimicos
empleados para la fertilizacion de los suelos o por diferentes sintesis quimicas
llevadas a cabo durante la putrefaccion de materia organica e inorgénica, asi
como también en procesos metabdlicos de organismos cuya nutricién o forma de
vida o que requiere de la presencia de azufre. En el presente trabajo se pretende
informar acerca de la actividad quimica de oxidacién del H2S por medio de
bacterias especificas como las bacterias purpuras y verdes del azufre, puesto que
para su metabolismo requiere la presencia de este importante elemento quimico,
azufre, y una forma en que se encuentra éste, es en el H,S, que las mismas
bacterias de este grupo reducen a sulfuros, dando como una aplicaciéon mas para
la eliminacion de éste compuesto en aguas que son usadas tanto para riego como
para otros usos fuera de cultivos agricolas. Dando un enfoque mas general acerca
de la importancia de llevar acabo investigacion de esta indole, es debido a que la
purificacion de las aguas depende primeramente de bacterias como recurso
ecolégico, de la misma se desarrollan diversas formas de captacion de
compuestos quimicos para la sobrevivencia de otro organismo dependiente al
siguiente nivel trofico en la cadena alimenticia.



INTRODUCCION

Las bacterias son microorganismos procariotas unicelulares que son capaces de
degradar sustancias especificas que se encuentren en diversos ambientes, ya sea
de origen acuatico o terrestre, aun asi en lugares en donde existe un descenso o
ascenso de temperatura; se encuentran en todos lo ambientes con actividad o en
estado latente.

Algunos grupos de bacterias por su metabolismo autétrofo y su actividad
sobre el sustrato en que actuan forman parte de los productores primarios que en
su mayoria habitan en medios acuaticos, ademéas pueden utilizar como fuente de
carbono diversos compuestos organicos e inorganicos de peso molecular bajo,
ademas de utilizar la luz solar o no como fuente de energia. Dentro del grupo de
las bacterias autotréficas se encuentran las bacterias oxigénicas y anoxigénicas; a
estas Ultimas pertenecen las bacterias del azufre, que comprenden a las familias
Chromatiaceae y Ectothiorhodospiraceae.

Las bacterias rojas del azufre representan una gran importancia como
productoras primarias, puesto que forman parte de los ciclos del carbono y del
azufre, ademas de servir como alimento de diversos organismos acuaticos.

En Mexico, esta variedad de bacteria han sido muy poco estudiadas, a ello
alude la importancia de abordar esta investigacion, que va enfocada al uso
benéfico de estos microorganismos para disminuir la concentracion de H2S en el
agua que comunmente usamos para riego en el cultivo de planta y que algunas
veces estad presente como traza en diferentes alimento de consumo humano
diario, aprovechando la capacidad que tienen estas bacterias de oxidar este
compuesto quimico gaseoso que es muy toxico y representa un peligro extenso
para las personas que tiene contacto con aguas de ésta indole ( aguas tratadas y
de desechos).

CUERPO DE INVESTIGACION

El sulfuro de hidrégeno o &cido sulfhidrico (H2S), es generado como
producto de la digestion anaerdbica de sustancias biodegradables, presentes en
diferentes ambientes, dicho proceso lo lllevan a acabo un grupo de bacterias
especificas cuyo metabolismo exige la presencia del azufre elemental como
medio de almacenamniento de energia. A veces el sulfuro de hidrégeno es
producido por la degradacion de proteinas o0 algunos otros compuestos que
contiene azufre en su constitucion quimica, presentes en la material organica
digestive( Syed, et al, 2006), generalmente, este biogas es producido de masas
industriales que contienen un alto porcentaje de sulfuro de hridrégeno ( Schieder
et al, 2003).



La liberacion de este gas al ambinete genera un clima altamente toxico
cercano a lugares expuestos a la accion de este compuesto, provocando dafios
patolégicos tanto a animales como a plantas, y como mensién especifica lo juega
también el hombre (Roth, 1993), dichos dafios se remontan debido a una alta
inhalacién, ademas el sulfuro de hidrogeno reacciona con enzimas del e inhibe
la respiracion celular resultando una paralysis pulmonary, y la muerte.

La exposicion continua una ligera concentracion de éste &cido ( 15-50 ppm)
genera irritaqcion en la mucosas membranales y puede tambiés ser causa de
Dolores de cabeza, y nauseas. A concentraciones altas ( 200-300 ppm) puede
ocasionar un paro respiratorio a coma e inconcientizaciénes. La exposicion a
concentraciones mayors de 700 ppm por mas de 30 minutos puede ser fatal.
(MSDS, 1996).

Como ya se mensiong la actividad de oxidacion de éste &cido por ciertas
bacterias, puede ser favorable, puesto que disminuye la dosis de concentracion,
primero en el agua de riego, después reduce los dafios patégenos que pueden ser
provocado por la presecia del mismo en el agua hacia diversos organismos. La
actividad especifica que hemos mensionados es llevada a cabo por el grupo de
bacterias clasificadas en el grupo de las fortotrofas del asufre.

Las bacterias fototréfas anoxigénicas son un grupo diverso de
microorganismos, que habitan generalmente zonas anaerobias de los sistemas
acuaticos con exposicion a la luz (Pfennig, 1967 y 1978, citados en Zehnder,
1988; Nufiez-Cardona, 2003 ) y debido a su capacidad fotosintética, convierten la
energia luminosa en quimica.

El fotometabolismo de las bacterias del azufre es estrictamente anaerobio por
lo que el oxigeno molecular no es un producto de la fotosintesis; para realizar
dicho proceso utilizan como donadores de electrones compuestos relacionados
con el azufre como el sulfuro de hidrégeno(H2S), tiosulfato(S203%?), metionina o
compuestos organicos simples de peso molecular bajo (Pfennig, 1977, Stanier et
al., 1977, citados en Zehnder, 1988, Nufiez-Cardona, 1998, Truper y Pfennig,
1981 y Drews e Imfoff 1991).

La importancia radical de estas bacterias es que al utilizar como fuente de
electrones los compuestos reducidos del azufre lo almacenan como particulas de
azufre elemental en forma oxidada, tal como lo llevan a acabo las bacterias rojas
del azufre de la familia Chromatiaceae que se encuantran en el subgrupo de las
7 - Proteobacteria (Overmann, 2001), pueden presentar formas esféricas, en
espiral, bacilos o vibrio; con diametros entre 1.0- 6.0 um; con arreglos de 1 o mas
células y son Gram negativa. En muchos casos, su reproduccion es por fision
binaria o algunas por gemacion. Pueden ser moviles, gracias a la presencia de
flagelos o por deslizamiento, aunque algunas presentan vacuolas con gas que les
permite flotar. En general, los pigmentos de las bacterias fotosintéticas pueden



estar localizados en la membrana citoplasméatica o en el sistema membranal
intracitoplasmatico (Holt et al., 1994; Pfenning et al., 1998 y Madigan et al., 2000).

COMPUESTOS AZUFRADOS EN EL AGUA

Los compuestos azufrados son muy comunes en el agua; cuando los
compuestos organicos en cuya molécula est4d presente el azufre son
descompuestos por bacterias, el producto inicial sulfurado est4 generalmente de
forma reducida, es decir en forma de H2S. Esto es debido a la presencia de
bacterias en el agua que son capaces de reducir iones sulfato a Hz2S, de la forma
como lo hace la desulfovibrio, la actividad metabdlica de reduccién de sulfatos se
lleva a cabo de la siguiente forma:

S04 + 2(CH20) + 2H" — 3 H2S + 2CO2 + 2H20 (1)

Como ya se dijo, algunas bacterias pueden reducir iones sulfatos a H2S, otras
pueden oxidar el H2S a un estado de oxidacion mas alto. Las bacterias parpuras y
verdes del azufre obtiene energia de procesos metabdlicos a traves de la
oxidacion del H2S. estas bacterias utilizan CO2 como medio de carbono y son
estrictamente anaerdbicos, sin embargo algunas bacterias del azufre son
aeroObicas , es decir pueden utilizar el oxigeno molecular para oxidar Hz2S, de
acuerdo a la siguiente reaccion:

2H2S + 02 ——» 2S + 2 H20
Sulfuro elemental:

2S + 2H20 + 302 — 4H" + 2 SO4*
O con iones tiosulfato: H2S
La oxidacion del sulfuro en un estado de oxidacion del ion sulfato produce acido
sulfhidrico, un acido fuerte. El sulfuro elemental puede depositarse como granulo
en la célula bacteriana purpura del azufre que se observa con un color rojo
obscuro.
HS — CH2 — CH(NH3") — CO2" + H20 — H2S + NH3 + CH3 - CO - CO — OH
Para cuantificar la cantidad de H2S oxidado por las bacterias rojas del azufre se

han empleado biorreactores de medicion de salida de gas que mide la disolucion
subsecuente a sulfuro elemental, de las ecuaciones>

HZS(g) |:> HZS(aq) 1
H2S + OH" — HS + H20 2



CO;> + H20 ————> HCO, + OH 3
HS + 120, ——> &° + OH" 4

El sulfuro producido biologicamente ( o biosulfuro) es formado en particulas de
aproximadamente 0.1- 1 um, los cuales son estabilizados por la materia organica,
tales como proteinas. Las particulas pueden formar agregados de sulfuro
elemental, con diametro arriba de 3 mm ( Kleijal, et al., 2003).

Las bacterias rojas contienen pigmentos de clorofilas llamados bacterioclorofila y
ademas una variedad de pigmentos carotenoidicos, estos pigmentos dan el color
a estas bacterias, el azufre elemental oxidado(S°) es almacenado como granulo
dentro de las celulas.

El proceso fototréfico que usan las bacterias del azufre, H2S como donador de
electrones, microscopicamente se almacenan en forma de globulos de azufre
elemental alrededor de la célula bacteriana. La reaccion que resume este
fendmeno metabolico bacteriano se representa en la siguiente ecuacion quimica:

2 H2S + CO2 luz , (CH20) + H20 + 2 8°

Donde (CH20) forma el material organico intracelular; como los carbohidratos
gue utiliza la célula bacteria como fuente de carbono.

El S° producido por éste ciclo bacteriano de inmediato puede ser oxidado a la
forma de ion SO4* después que el H2S ha sido consumido. En general las
bacterias puarpuras en tres familias: Chomatiaceae, Ectothiorhodospiraceae y
Rhodospirillaceae, del otro lado estan las bacterias verdes del azufre que forman
una familia muy pequefia de las Chlorobiaceae. EI S° globular acumulado
intracelularmente, en algunas bacterias del grupo chromatiacea corresponde a un
intermediario durante la oxidacion del S203* (Brune, 1988).

La capacida de oxidar compuestos reducidos de azufre en ausencia de oxigeno
representa una gran importacia tanto ecolégia y biogeoquimica en las formas mas
importante de bacterias purpuras y verdes, ya que ambos grupos se encuentran
en condiciones ambientales altamente selectivos anoxigénicamente conteniendo
H2S en aguas dulce y saladas. Todas las especies de bacterias verdes del azufre
son estrictamente anaerobicas y fototr6ficamente obligadas, sin embargo muchas
especies de bacterias purpuras toleran el oxigeno en bajas concentraciones y son
facultativamente quimioautotroficas, habitan aguas dulces y aguas ricas en sales
(marinas), ademas soportan diferentes rangos de pH que van desde alcalino hasta
lentamente acidos (Pfenning, 1981). A lo largo de su actividad sintética, estas
bacterias tienen un potencial de oxidacién para la fermentacion propia de
productos bacterianos, incluyendo acidos grasos, alcoholes, acidos dicarboxilicos



y algunos compuestos aromaticos, llevandolos a CO, . ciertas bacterias de
Desulfovibrio excretan acetato como producto final de la oxidacion incompleta de
substrato, llevandolas a CO, = Especies de Desulfobacter postgatei, es especial
para usar acetato, la cual utiliza como fuente de carbono y reserva de energia.

La gran mayoria de las bacterias que utilizan el H2S como recurso energético han
sido aisladas de fuentes marinas ( Jorgensen, 1982).

TECNICA PARA LA CUANTIFIACUION DE H2S UTILIZADA PARA ESTANDAR
DE EXPERIMENTACION CON BACTERIAS

El método se basa por una parte en la finalidad del yodo por el Hidrégeno y por
otra parte en la afinidad de la plata por el azufre. Esto permite asi:

-- Seleccionar las diversas categorias de azufre

-- Determinar por adicion directa de una solucién de yodo, todas las formas
reductoras del azufre, o sea el azufre total;

-- Determinar el sulfuro de hidrégeno arrastrandolo por una corriente de hidrégeno
y restando de la determinacion precedente el resultado de una nueva medida
yodomeétrica.

-- determinar los tiosulfatos por una nueva medida después de la precipitacion
del sulfuro de hidrogeno y de los sulfuros con plomo y calcular el contenido de
sulfuros con una simple diferencia con el resultado precedente.

-- determinar el azufre total del sulfuro de hidrogeno, de los sulfuros y de los
polisulfuros segun la cantidad de iones plata absorbidos en la precipitacion de
estos compuestos. La diferencia con el resultado de la medida de estos
compuesto por yodometria, da el azufre sobreafiadido por los polisulfuros.

TOMA DE LA MUESTRA

Para tomar las muestras de agua destinada para la determinacion de azufre y de
sus compuestos, efectuaremos la toma con las menos perturbaciones posibles.
Para ello utlizaremos un aparato especial. Con un frasco esterilizados
completamente y sumergirlo a favor de la corriente del agua.

REACTIVOS:

---- Solucién saturada de cloruro barico
---- Solucién de yodo N/10

---- Engrudo de almidén

---- Carbonato o sulfato de plomo puro
---- Solucién de nitrato de plata N/10
---- Solucién de plumbito sédico:

Acetato de plomo (baja concentracion)..................... 10 ml
Aguadestilada ... 50 ml
Solucién de sosa (d=1.336) .......cccevviiiiiiiiiiiiin, 50 ml

Calentar hasta disolucién y dejar que se enfrie



---- Papel de acetato de plomo
---- Amoniaco de plomo
---- Solucién de cianuro potasico N/10

PROCEDIMIENTO

Se tomaran 250 ml de agua sulfurosa como muestra problema, a la que se deben
agregar 5 ml de una solucion saturada de cloruro barico, para precipitar los
sulfatos y los carbonatos. Después filtrar de modo que no le dé el aire. El filtrado
no debe precipitar mas después de afiadir 1 6 2 gotas de solucion de cloruro
bérico.

1.- DETERMINACION DEL AZUFRE TOTAL

Para éste objetivo tomaremos en un vaso de precipitado 51 ml del filtrado (agua
gue no contenga sulfatos ni carbonatos), lo que corresponde a 50 ml de agua
sulfurosa primitiva. Afadir 1ml de de engrudo de almidon y valorar con la solucion
de yodo N/10 hasta coloracion azul. Sea n el numero de mililitros de solucion de
yodo N/10 vertidos. El azufre total (sulfuro de hidrogeno, sulfuros, tiosulfatos)
expresado en gramos de azufre

DETERMINACION DEL SULFURO DE HIDROGENO LIBRE

Tomar en un frasco cerrado por un tapon con dos aberturas, 51 ml de filtrado
precedente. Sumergir el frasco en un bafio de agua a 60°C. Hacer pasar por una
de las aberturas un tubo que llegue al fondo del matraz por el que se inyecta una
corriente de hidrogeno lavada, que arrastra el sulfuro de hidrogeno por el otro
tubo. Detener la corriente gaseosa cuando el gas, ala salida del frasco, no
ennegrezca mas una gota de plumbico sodico o un papel de acetato de plomo.

Sumergir entonces el frasco en agua fria, manteniendo la corriente de hidrogeno.
Una vez enfriado, afadir un mililitro de engrudo de almidon y valorar con la
solucion de yodo N/10 hasta coloracién azul. Sea nl1 el namero de mililitros de
yodo N/10 vertidos.
nl x 0,032 =P gramos de azufre. La diferencia entre el azufre total y P representa
el azufre del sulfuro de hidrogeno.

DETERMINACION DE LOS SULFUROS, TIOSULFATOS Y SULFITOS

Introducir en un frasco de tapén esmerilado, 60 ml del filtrado inicial. Afadir 2 o
3 gramos de carbonato o de sulfato de plomo para absorber el azufre del sulfuro
de hidrogeno y de los sulfuros. Filtrar. Tomar 51 ml de este nuevo filtrado. Afadir
un mililitro de engrudo de almidén y valorar con la soluciéon de yodo N/10 hasta
coloracion azul.



Sea nl el numero de mililitros de yodo N/10 vertidos. H (azufre de los tiosulfatos
y de los sulfitos) = n2 x 0, 032; P-H = azufre de los sulfuros.

Si se quiere determinar el azufre de los sulfitos, separar los 51 ml del filtrado en
dos partes iguales. En una de ellas, determinar el azufre de los tiosulfatos y de los
sulfitos, como anteriormente. En la otra, complejar los sulfitos con formol. Y valorar
con la solucion de yodo N/10. El volumen de soluciébn de yodo asi vertido
corresponde al azufre de los tiosulfatos. Por simple diferencia, calcular el azufre de
los sulfitos.

Para expresar los sulfitos en SO3 = (g/1), multiplicar el azufre de los sulfitos
expresado en S = (g/1) por 2,5.

Para expresar los tiosulfatos en S2 O3 = (g/1), multiplicar el azufre de los
tiosulfatos expresados en S = (g/1) por 3,5.

DETERMINACION DE LOS POLISULFUROS

La determinacion se efectia con el agua primitiva. Introducir 50 ml de agua
sulfurosa en un vaso de precipitados. Afadir 10 ml de amoniaco y 20 ml de
solucion de nitrato de plata N/10. Completar a 100 ml con agua destilada. Tomar
50 ml de filtrado y determinar con una solucién de cianuro potasico N/10 la plata
residual. Deducir la plata combinada en estado de sulfuro de plata y por
consiguiente el azufre que esta unido a el y que corresponde al azufre del sulfuro
de hidrogeno de los monos y polisulfuros.

Sea X el numero de mililitros de cianuro potasico N/10 vertidos. El azufre S = de
los polisulfuros (g/1) = (20—x) x 0, 032 X 2.

DETERMINACION DEL H2S POR EL METODO CUANTITATIVO

MATERIAL Y METODO

REACTIVOS

Naz2S

H2S04

Pb(CH3COO)2 0.090 M

Na2HPO4 4mM

DESCRIPCION DEL METODO ANALITICO

PREPARACION ESTANDAR DEL H2S



El H2S estandar se prepara de la reaccion quimica de 1 gr. de Na2S con 11 ml de
H2S04 0.1N en un frasco herméticamente cerrado de 100 ml. El frasco se sella de
inmediato después de agregar el NazS, luego se inyecta el H2SO4 en el recipiente
con mucho cuidado.

DESCRIPCION DEL METODO

1).- Tomar 0.01 ml, 0.1 ml, 0.3 ml, 0.7 mly 1 ml del H2S antes preparado
(estdndar) y vaciarlos en diferentes tubos de ensayo que contengan 2 ml de
solucién 0.09 M de Pb(CH3COO)2 (Merck) y sellar, lo que produce un precipitado
negro de PbS. EIl contenido de cada frasco se filtra con papel WHATMAN 40 y
se transfieren a matraces volumétricos de 250 ml y aforar. (cada punto tiene cinco
réplicas).

Del contenido de cada matraz volumétrico se toman alicuotas de 100 ml y se
titulan con con solucion de NaHPO, 4 nM (Merck), se mide la conductividad de
cada volumen del titulante agregado con un conductimetro Copenhegen CDM80
Radiometros (el conductimetro se calibra usando una solucion de KCI como
estandar, Radiometro, con conductividades de 20 puS/cm 'y 100 pS/cm
respectivamente a 252 C. En cada caso particular, el punto de equivalencia se
determina con la curva de titulacion conductimétrica . una vez a justada la curva
por regresion lineal ( Lineas rectas descendentes y ascendentes), el punto de
equivalencia es la intercepcion entre ellos.

Para determinar la concentracién final del ién Pb* después de la reaccién con
H,S la cantidad de H,S absorbido es determinado indirectamente, de acuerdo a
la siguiente relacion:

n(H2S)=V; (Pb*?) AC(Pb*?)

Donde:

n(H2S)= Cantidad de substancia de H2S absorbido (umol)
Vi (Pb*?)= Volumen inicial de Pb** (ml)

AC(Pb*?)= variacién de la concentraciéon de Pb** (mM)

La preparacion estandar sera analizada por el método yodometrico propuesta por
ayres.

DESARROLLO DEL CULTIVO E INOCULO

Para el analisis de produccidon gaseosa se utilizaran bacterias mixtas oxidadotas
del H2S, cada minibiorreactor debe inocularse con 2 ml del in6culo de bacterias, el
medio de cultivo debe componerse por:



El crecimiento bacteriano sera medido con la densidad Optica a 530 nm.

El analisis quimico del H2S absorbido en el colector de gas debe hacerse usando
el método de conductimetria descrito arriba. Se toman 500 ml de cada
determinacién, se centrifuga a 10000 rpm durante 10 minutos y 300 ml del
correspondiente supernadante y diluirlo a 100 ml para analizarla.

El H2S es liberado durante el cultivo bacteriano, el cual es colectado en una
solucién de Pb(CH3COO)2 0.09 M de la reaccioén.

Pb (CH3COO)2(aq) + H2S(g) —— PbSs) + 2 CH3COOH(ag)

El exeso de Pb*? es determinado por titulacién con una solucién de NazHPO4
4mM.

Pb*? (aq) + 2 HPO4? (agg — >  Pb3(PO4)2(s) + 2H" (aq)

En éste paso, el H2S formado en el proceso fermentativo es cuantificado
indirectamente.

Se evalta la curva de titulacion ( curva de formacion de precipitado) ( Ayres,
1968), el punto de equivalencia es la interseccion entre ellos.
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