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remove hydrogen sulphide (H,S) through biofiltration
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RESUMEN

Se utilizaron lodos activados de diferentes origenes para el desarrollo de un inéculo apto parala degradacion de
acido sulfhidrico en un sistema piloto de biofiltracién con dos unidades de diferentes materiales de soporte:
bagazo de cafia en un caso y una mezcla de este y piedra pémez en el otro. Mediante la adicién a los lodos
activados, de medio nutritivo con un sustrato especifico, se favoreci6 el proceso de adaptacién y seleccién de las
especies microbianas que degradan el dcido sulfhidrico (H,S). Durante la operacion de la planta piloto se realiz6
el seguimiento de la variacién poblacional de los diferentes grupos tréficos presentes en los soportes,
observandose una tendencia al crecimiento de las bacterias sulfooxidantes (BSO) y la disminucién de
heterétrofos, mohos y levaduras. Para la estandarizacién del proceso de preparacién del inéculo se selecciond el
lodo activado que presenté mayor velocidad de degradacion del sustrato, proceso en el cual se evaluaron
diferentes medios nutritivos. La medicién de algunas variables de control permiti6é escoger el pH como la
variable que determinaba el punto éptimo de adaptacion de un inéculo para este sustrato. La inoculacién y las
caracteristicas de los soportes para el establecimiento y desarrollo de las especies microbianas condujeron a que
los biofiltros presentaran eficiencias de remocién mayores de 99% desde su arranque.

Palabras clave: biofiltro, lodos activados, microorganismos adaptados, bacterias sulfooxidantes, respirometria.

ABSTRACT

Different activated sludges were used for developing an inoculum able to degrade hydrogen sulphide in a
pilot scale biofiltration plant using two different support materials: sugarcane bagasse and this bagasse mixed
with pumice stone. Adapting and selecting microbial species which degrade hydrogen sulphide (H,S) was
aided by adding nutrients plus a specific substrate to the activated sludge. Population variation was
monitored within the different trophic groups in the biofiter medium during pilot scale plant operation, a
general trend towards sulphur-oxidising bacteria (SOB) growth being observed as was a decrease in
heterotrophic bacteria, molds and yeasts. The activated sludge which showed the highest substrate
degradation speed was selected for standardising inoculum preparation; the different nutritional mediums
were evaluated during this process. Measuring some variables for controlling the process led to choosing the
pH for determining the proper point of inoculum adaptation for this specific substrate. The inoculation
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procedure and support characteristics in terms of establishing and developing the microbial species
increased biofilter removal efficiency by up to 99% from start-up.

Key words: biofilter, activated sludge, adapted microorganisms, sulphur-oxidising bacteria, respirometry.

INTRODUCCION

Actualmente la biofiltracion se presenta a nivel glo-
bal como una tecnologia altamente eficiente y eco-
noémica para el control de las emisiones de una
gran variedad de compuestos organicos volatiles
(COVs) y compuestos olorosos como el H,S. Este
compuesto representa el mayor problema que se
asocia a los tratamientos anaerobios de aguas re-
siduales, tanto municipales como industriales, por
su alta toxicidad, propiedades corrosivas, mal olor
y alta demanda de oxigeno (Carmona et al., 2000;
Janssen et al., 1987).

Un biofiltro consta de un lecho de material poro-
S0 que sirve de soporte a una poblacion microbiana
la cual se encarga de degradar el contaminante a
medida que este pasa a través del lecho. Depen-
diendo del material utilizado como soporte y del tipo
de corriente a tratar, la poblacion puede ser nativa o
inoculada. Independientemente del tipo de soporte,
la inoculacion ayuda a reducir el tiempo de arranque
del biofiltro y a maximizar el funcionamiento del sis-
tema (Dragan, 1994).

El indculo puede ser un consorcio de diversas
especies microbianas, como las que se encuentran
en los lodos aerobios de las plantas de tratamiento
de aguas residuales, o puede ser un cultivo de mi-
croorganismos especializados con afinidad por un
compuesto, los cuales pueden conseguirse comer-
cialmente o en los laboratorios de centros de investi-
gacion en contaminantes. Aunque el riesgo para la
salud es minimo, el uso del lodo esté restringido de-
bido a la posible presencia de patégenos; lo mas
conveniente sera utilizar lodos de las plantas de tra-
tamiento de aguas residuales de industrias alimenti-
cias (Devinny et al., 1999).

En esta investigacion se desarrolld, a partir de
lodos activados, un indculo con una poblaciéon de
BSO capaces de maximizar desde su arranque el
funcionamiento de un biofiltro piloto para el control
de emisiones de H,S, hecho que se reflejé en las efi-
ciencias de remocion superiores al 99% desde su
arranque. También se busco determinar y relacionar

los parametros involucrados durante la alimentacion
del lodo con la velocidad de degradacion del conta-
minante. Ademas, se estandarizé una técnica para
el recuento de BSO presentes en los soportes.

MATERIALES Y METODOS
Descripcion de la planta piloto

El proceso de adaptacion de los lodos activados se
llevo a cabo en tanques de polietileno (1.0 m de
alto y 0.5 m de diametro), adecuados con bocato-
mas para la adicion de medio nutritivo, la purga de
lodos y el suministro de aire. Los lodos adaptados
en este sistema se utilizaron para inocular una
planta piloto de biofiltracién, conformada por dos
biofiltros cilindricos (0.5 m de diametroy 2.5 m de
alto), cada uno empacado con un lecho de 1.0 m
de altura, con los siguientes materiales: bagazo de
cafia y una mezcla 4:1 (v/v) de este con piedra po-
mez (figura 1).

Los biofiltros tenian en sus costados tomas
para el muestreo del gas y del soporte y en su parte
superior se instalo un sistema de aspersion para el
control de la humedad de los soportes. El H,S se ge-
neré quimicamente, por la reaccién entre sulfuro de
sodio (NaxS) y acido sulfurico (H2SO4) y se mezclo
con aire previamente humidificado hasta la satura-
cion (humedad relativa 100%) en una camara cilin-
drica (0.5 m de diametro) construida en acero inoxi-
dable 316 empacada con un lecho de anillos
plasticos (1/2” de diametro, 0.3 m de altura).

Lodos activados y medios utilizados en la
preparacion del inéculo

Se utilizaron lodos provenientes de las plantas de
tratamiento aerdbico de tres industrias: una procesa-
dora de alimentos (L1), una productora de bebidas
gaseosas (L2) y una destileria (L3). Los tres lodos se
mezclaron en cantidades iguales después de ser so-
metidos a un proceso de seleccion inducida de las
especies microbianas capaces de utilizar azufre
como fuente de energia (BSO), mediante la adicién
diaria de dos medios nutritivos cuya composicion se
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Figura 1. Diagrama de flujo de la planta piloto de biofiltracion.

presenta en la tabla 1. La mezcla obtenida (L4) se
utilizé como inéculo para los biofiltros de la planta
piloto.

Recuento en placa
Para realizar el recuento en placa y debido a que el

agar ejerce un efecto inhibitorio sobre las BSO (De
Bruyn et al., 1990), se empled la técnica para lavado

Tabla 1. Composicion de los medios nutritivos utilizados
en la adaptacion de los lodos
Lodo Compuesto Composicion
activado P (g/L)
Triple 15 (N, P, K) 2.0
L y. L2 Carbonato de calcio 1.0
(medio 1)
Tiosulfato de sodio 1.0-5.0
Urea 1.0-2.0
Fosfato de amonio 1.0-1.5
L3 Hidroxido de potasio 0.5
(medio 2) P :
Carbonato de sodio 1.0
Tiosulfato de sodio 0.5-5.0
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del agar (Batagglia, 1989). Este procedimiento se
realizd depositando en una probeta con 250 mL de
agua destilada la cantidad necesaria de agar (15
g/L) en la preparacion de medio requerida; la sus-
pension se dejé decantar por 20 minutos y se des-
cart6 el sobrenadante; esta operacion se repitio tres
veces.

Para realizar los recuentos en los soportes se
pesaron 10 g de bagazo de cafa (peso seco) o
mezcla, en 90 mL de una solucidn fisioldgica estéril
(NaCl 0.85%); la suspension se homogenizd por
agitacion durante 15 minutos a 370 rpm y se efec-
tuaron las diluciones correspondientes; la siembra
se realiz6 en profundidad, y las cajas se incubaron
por un periodo de 15-20 dias a una temperatura de
30 °C.

Para realizar el recuento de los diferentes gru-
pos de microorganismos se utilizaron los medios que
se presentan en la tabla 2.

Determinacién de la actividad biolégica de
lodos activados

La actividad bioldgica, expresada como la capacidad
de oxidacion de H,S de los lodos, se determind utili-
zando la respirometria (Gomez, 1998; Hill et al.,
1991), una técnica que permite medir el consumo de
oxigeno utilizado por un cultivo microbiano para me-
tabolizar un sustrato especifico, a través de las
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Tabla 2. Medios de cultivo empleados en el recuento en placa

Grupo troéfico Medio de cultivo pH ;i:ilz:zig:
BSO. Aciddfilas y neutrofilas Postgate S (Degorce-Dumas et al., 1997) 46y7,0 15-20 dias
Heterotrofos Agar nutritivo 6,8+0,2 2 dias
Mohos y levaduras Agar Saboureaud dextrosa al 4% 56+0,1 3 dias

velocidades de consumo de oxigeno asociadas con
la respiracion endégena de los microorganismos
(OE) y con las oxidaciones quimica (OQ) y bioldgica
(OB) del sustrato (tiosulfato de sodio utilizado en la
adaptacion y seleccion de las BSO).

Para determinar estas velocidades los lodos
se sometieron a un precultivo, se inoculé 10 mL en
90 mL de medio de cultivo Postgate S (pH 4,0) y se
incubdé a 150 rpm y 30 °C (Agitador Orbital Mora
Equipos) durante 5 dias, después de los cuales el
cultivo fue centrifugado a 10.000 rpm (Centrifuga
Hettish, Universal 30F) por 10 minutos, y el precipi-
tado obtenido se resuspendié en 35 mL de solucion
fisiologica estéril (0.85% NaCl). Esta suspensién y
100 mL de medio de cultivo Postgate (sin tiosulfato
de sodio) se airearon durante 15y 30 minutos, res-
pectivamente, para garantizar la saturacién con
oxigeno, mediante el burbujeo de aire impulsado
por aireadores para pecera. Con el fin de determi-
nar la velocidad de respiracién endégena se adicio-
naban 90 mL del medio y 10 mL de la suspension
de microorganismos a una botella tipo DBO de 100
mL (con un magneto en su interior), dispuesta so-
bre una plancha de agitacion la cual se activaba in-
mediatamente después de introducir en la botella la
sonda del medidor de oxigeno (modelo 5100; YSI
Inc., Yellow Springs, OH, EUA); se registraba perio-
dicamente la variacion de la concentraciéon de oxi-
geno disuelto (mg OD/L) a través del tiempo, para
posteriormente calcular la velocidad de consumo
de oxigeno (mg OD/L x minuto) mediante regresion
lineal. Un proceso similar se utilizé para determinar
las dos velocidades restantes, con la diferencia que
para la velocidad de oxidacion biolégica (OB) se
adicionaban 0.5 g de tiosulfato de sodio a la mezcla
medio-suspensién de microorganismos y para la
quimica (OQ) se utilizaba igual cantidad de tiosulfa-
to de sodio pero se reemplazaba la suspension de

microorganismos por agua destilada previamente
aireada hasta la saturacién. Siguiendo las reco-
mendaciones del fabricante del equipo, en las res-
pirometrias se utilizo tiosulfato de sodio (Na;S,03 x
5H,0) como fuente de azufre, ya que el H,S ocasio-
na corrosién del electrodo de oxigeno y lecturas
erroneas del consumo de oxigeno.

Una vez obtenidas las regresiones lineales, se
procedi6 a calcular el consumo neto de oxigeno (v) en
la oxidacién del sustrato por la actividad metabdlica
de los microorganismos utilizando la ecuacion 1:

v = [Vos - Voe - Vog] / [Biomasal]

(mg OD / mg células - min)  [Ec. 1]
Donde:
Vog = Velocidad de oxidacion bioldgica
Voe = Velocidad de oxidacion enddgena
Voaq = Velocidad de oxidacion quimica

Biomasa: Cantidad de BSO

La biomasa se determindé por el método de
Lowry (Garcia y Vazquez, 1998) para proteina (asu-
miendo que una bacteria tipica contiene 15% de su
masa total como nitrégeno).

Modificaciéon del proceso de preparaciéon de
inéculo

Para disminuir el tiempo de preparacion de inéculo
se realizaron dos experimentos. En el primero se so-
metieron al proceso de seleccion las BSO presentes
en los lodos que en la fase preliminar tuvieron la ma-
yor y la menor velocidad de oxidacion, (L2) y (L3),
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respectivamente, alimentadas con los medios 1y 2
(tabla 1), para determinar si la diferencia en la activi-
dad biolégica se debia a la composicién del medio
nutritivo o a la fuente de lodo.

Se realiz6 un segundo experimento para dismi-
nuir los costos de preparacion del medio, se opté por
bajar y modificar la concentracién de nutrientes y mi-
nerales en la formulacion de los medios utilizados
durante la preparacién del inoculo (tabla 1); tomando
como referencia la patente de Torres-Cardona et al.
(1993), se optd por suprimir las fuentes de carbono y
calcio, que no estaban presentes en la patente, y
modificar las concentraciones de los otros elemen-
tos y evaluar el efecto del magnesio (en forma de
sulfato de magnesio), presente en la formulacion de
la patente, sobre la actividad biolégica de los lodos.
Como resultado de este experimento se establecie-
ron las formulas 1y 2 que se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Aporte de nutrientes y minerales utilizados durante
la preparacion de in6culo y la modificaciéon de este proceso
Medio | Medio | Férmula | Férmula
Elemento
1 2 1 2

N 300 | 1.116 210 210

P 300 404 230 230

K 300 348 500 500

C 120 513 0 0

Ca 400 0 0 0

Na 434 | 1.804 926.5 926.5

Mg 0 0 52 0

Seguimiento a las poblaciones microbianas

Para el seguimiento a los microorganismos presen-
tes en los soportes de los biofiltros piloto, se uso6 la
técnica de recuento en placa, con una periodicidad
del muestreo ajustada de acuerdo con los incremen-
tos en la concentracion de H,S en las semanas 3, 5,
11,12, 14, 15, 16, 19y 24.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad biol6gica de los lodos e in6culos
para la planta piloto de biofiltracion

En la figura 2 se muestra la actividad bioldgica de los
lodos antes de mezclarse (L1, L2, L3) y la mezcla
(L4) antes de inocular los biofiltros. El mezclado y la
posterior adicion del medio hicieron que los inéculos
presentaran una capacidad de oxidacién muy baja
en comparacion con los lodos antes de la mezcla. El
hecho de que los lodos L1, L2 presentaran una acti-
vidad mayor que el lodo L3 y el inéculo L4, supone
gue el medio utilizado en estos ultimos no fue tan fa-
vorable para las BSO pero favorecié otros grupos
tréficos, ya que a pesar de tener una mayor cantidad
de células mg/mL (medidas por el método de Lowry),
presentan la actividad mas baja.

Seguimiento de las poblaciones microbianas
en los biofiltros

En la figura 3 se muestra la tendencia lineal de creci-
miento poblacional que tuvieron a través del tiempo
los diferentes grupos tréficos presentes en los sopor-
tes de los biofiltros piloto (bagazo y mezcla [bagazo-

Con el objeto de disminuir el tiempo de res-
puesta y los costos de los analisis, para determinar
la actividad bioldgica se modificd dicha metodologia
eliminando el cultivo previo de los lodos y estable-
ciendo la relacion de la actividad biolégica con el pH
(medicién realizada con el potenciémetro Orion mo-
delo 710A). También se opt6 por utilizar el contenido
de sélidos suspendidos volatiles, analisis que se rea-
lizé por duplicado (SSV, mg/L) (Standar methods,
1992) como una medida de la biomasa, esto con el
fin de eliminar las dificultades presentadas con el
método de Lowry, debidas a la turbidez de los lodos.
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piedra pomez]). En términos generales se observo
una tendencia a la disminucion de los heterétrofos y
mohos y levaduras, en ambos soportes, resultado
que concuerda con lo reportado por Degorce-Du-
mas et al. (1997), ya que estas poblaciones no pue-
den degradar el H,S. Las BSO neutrofilas (BSON)
tendieron a disminuir o a permanecer estables debi-
do a la acidificacion del soporte y/o acumulacién de
sulfatos y/o a la carencia de nutrientes. Las BSO aci-
dofilas (BSOA) presentes en mezcla de bagazo y
piedra pomez (figura 3b) tuvieron una tendencia al
crecimiento, hecho que refleja que este material
mostré ventajas para el establecimiento de la pobla-
cion gracias a su mayor porosidad y capacidad de
absorcion de acuerdo con los datos de Sucromiles,
1997.

Resultados en planta piloto

Los estudios de planta piloto se realizaron durante
un periodo de 6 meses, en los cuales los biofiltros
operaron continuamente y presentaron eficiencias
de remocion superiores al 99% (Chavez et al., 2004)
desde el mismo arranque, como se aprecia en la fi-
gurada)y4b).

Esto se atribuy6 a que los soportes se inocula-
ron con un consorcio de bacterias sulfooxidantes
provenientes de la mezcla inicial de lodos (L4), que
permitié reducir el periodo de aclimatacion de las

especies microbianas con capacidad de utilizar el
azufre como fuente de energia.

La caida de la eficiencia de remocién que ocu-
rrié en el dia 100 de operacion, se debié a un corte
imprevisto en el suministro de aire durante 3 dias. La
falta de oxigeno afectd a tal grado a los microorga-
nismos, que este no se recuperod a pesar de renovar
el suministro de aire (figura 4 a) y 4 b)).

Optimizacion del proceso de preparacion de
inoculo para los biofiltros

En lafigura 5 se presentan los resultados del primer
experimento; el lodo 3 tuvo una mayor velocidad de
oxidacion al ser alimentado con el medio 1 durante
las dos primeras semanas de ensayo; al comparar
la velocidad del lodo 3 con la del lodo 2, se encontr6
que este ultimo tuvo la mayor velocidad de oxida-
cion a partir de las semanas tres y cuatro de
alimentacion.

De acuerdo con este resultado y el de la figura
2, se determind utilizar el lodo 2 (bebidas gaseosas)
como materia prima para preparacion del indculo.

A las velocidades de oxidacion obtenidas se-
manalmente se les realizd una prueba t de compara-
cion de medias (3 repeticiones); en la tabla 4 se ob-
serva que no existen diferencias estadisticamente

o 8 8

o b)

L

=

o 7 7 ]

o

2

?

E 6 6

o

a

=] ]

£ 5 5

=

@©

o

9 4 — gy —_—_—_——

0 3 5 11 12 14 15 16 19 24 0 3 5 11 12 14 15 16 19 24

Tiempo (semanas) Tiempo (semanas)
= Heterétrofos ---- Mohos y levaduras === BSOA —BSON
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vés del tiempo.
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Figura 4. Eficiencia de remocién (%) de H,S en biofiltros piloto con soporte de bagazo a) y mezcla b) a través del tiempo.
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Figura 5. Variacion de la actividad biologica de los lodos L2 y L3
a través del tiempo.

significativas entre las dos férmulas (valor p > 0.05
en cada prueba).

El valor negativo de la semana 4 (figura 5) se
atribuy6 a la acumulacién de metabolitos secunda-
rios que permanecieron disueltos en el lodo y alcan-
zaron concentraciones inhibitorias, lo que condujo a
gue se incrementara el pH, ocasionando finalmente
la muerte celular, como reporta la literatura (Groe-
nestijn y Hesselink, 1993); la actividad microbiana
esta influenciada por la acumulacion en altas con-
centraciones de sales inorganicas (sulfatos), asi
como de iones reducidos (azufre) que tienen efecto
téxico en los microorganismos. Como medida de
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contingencia para remediar esta situacion, se opto
por hacer una purga del sedimento de los lodos, he-
cho que logré la recuperacion de la actividad
bioldégica en las semanas 5y 6.

La adicién del magnesio (formula 1) no propor-
ciondé ninguna ventaja significativa, razén por la cual
se selecciono la féormula 2 como la alternativa mas
econdmica para la adaptacion de los lodos.

Independientemente de la presencia del mag-
nesio, la capacidad de oxidacion alcanzé velocida-
des elevadas en tan solo dos semanas, un tiempo
relativamente corto que permite producir un inéculo
altamente eficiente y de bajo costo.

Tabla 4. Analisis estadistico de las velocidades
de oxidacion utilizando dos formulaciones
se;":"a Férmula 1 Férmula 2 Va:’
1 0.0002 0.0004 0.72
2 0.0004 0.0007 0.80
3 0.0001 0.0008 0.11
4 -0.00000085 -0.00000025 0.37
5 0.0008 0.0011 0.80
6 0.0007 0.0008 0.92
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Figura 6. Actividad bioldgica promedio versus tiempo del L2 utili-
zando dos formulas.

En la figura 7 se observa una correlacion inver-
sa entre el pH y la velocidad de oxidacion presenta-
das por el inéculo, utilizando dos formulaciones; la
maxima actividad se obtuvo cuando el pH alcanzo el
valor méas bajo.

CONCLUSIONES

Se encontré que el lodo de la planta de tratamiento
de aguas residuales de una industria productora de
bebidas gaseosas (refrescantes) fue una fuente
apropiada de bacterias sulfooxidantes capaces de
degradar H,S.

Los materiales de soporte utilizados, ademas
de tener buenas propiedades estructurales y bajo
costo, presentaron caracteristicas idoneas para el

establecimiento y desarrollo del consorcio microbia-
no inoculado en ellos, hecho que representa una
gran ventaja ya que permite optimizar el funciona-
miento de los biofiltros y obtener altas eficiencias de
remocion desde el arranque.

No se observo una correspondencia directa en-
tre la actividad biolégica de las BSO y la cantidad de
estas presentes en el indculo. Sin embargo, se pudo
establecer una correlacién entre la capacidad de oxi-
dacion del sustrato que presentaba el inéculo y el pH
del mismo, un parametro que puede medirse facil y
rapidamente, lo que permitié implementar una meto-
dologia de seguimiento sencilla y econémica.

El tiempo de preparacion del inéculo no debe
ser superior a tres semanas, ya que la capacidad de
degradacion de los microorganismos tiende a dismi-
nuir, lo que requiere hacer una purga y esperar tiem-
po adicional de alimentacién que incrementa los cos-
tos de produccion.

Durante el funcionamiento de un biofiltro se
debe garantizar el suministro continuo de aire, pues
la falta de oxigeno tiene un efecto negativo en la po-
blacién microbiana, que se refleja en la caida de la
eficiencia de remocion.
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