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RESUMEN

Se considera como contaminante, al exceso de materia o energia (calor) que causa
dafio a los humanos, animales, plantas y bienes, o bien que perturbe negativamente

las actividades que normalmente se desarrollan cerca o dentro del ecosistema.

En nuestras sociedades el petréleo y sus derivados son imprescindibles como fuente
de energia y para la fabricacion de multiples productos de la industria quimica,
farmacéutica, alimenticia, etc, ademas es un recurso natural no renovable que

aporta el mayor porcentaje del total de la energia que se consume en el mundo.

Los vertidos de petréleo representan un grave problema, ya que una vez producidos,

es casi imposible eliminarlos o contenerlos por completo

La presencia de concentraciones altas de nitrdgeno demanda un proceso de
nitrificacién-desnitrificacion para descontaminar este tipo de efluentes. No obstante,
la presencia de compuestos aromaticos recalcitrantes en estos efluentes puede
afectar la velocidad de la nitrificacion y de la desnitrificacién, por eso surge la
necesidad de plantear y experimentar un sistema de tratamiento de aguas
residuales a nivel laboratorio, que utiliza quinonas como es el caso de 2,6-
disulfonato de antraquinona (AQDS), 1,4-Naftoquinona (Lawsona), sodio-1,2-

Naftoquinona-4-sulfato para la reduccion de este tipo de contaminantes.

Existen evidencias que indican que las quinonas, compuestos muy abundantes en el
humus y la materia organica de suelos y sedimentos, pueden jugar un papel
importante en la transformacion de diferentes contaminantes bajo condiciones
anaerobias, ya que pueden actuar como aceptores de electrones o como mediadores

de 6xido-reduccion.


http://www.tecnun.es/Asignaturas/Ecologia/Hipertexto/07Energ/120PetrolGas.htm

Para realizar el proceso de reduccion de las diferentes quinonas se llevé acabo
primeramente la elaboracion de curvas de patrén para cada una de las quinonas,
continuando con un experimento en el cual se redujeron las quinonas con sulfuro.
Los resultados indican que hubo una adecuada reduccién por lo tanto pueden

contribuir a su transformacion a azufre elemental.

De las quinonas empleadas (AQDS, lawsona y NQ) en esta investigacion, la
lawsona presentd una mayor velocidad de reduccién con sulfuro, por lo tanto
recomienda su uso en el tratamiento de aguas residuales generadas por la refineria

de petroleo.



l. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Se considera como contaminante, al exceso de materia o energia (calor) que causa
dafo a los humanos, animales, plantas y bienes, o bien que perturbe negativamente

las actividades que normalmente se desarrollan cerca o dentro de un ecosistema.

Un toxico es cualquier sustancia quimica capaz de causar dafio, debilitar o matar a
cualquier organismo vivo. Los efectos que produce son en funcién del tipo de
sustancia, concentracibn y metabolismo. En general, son teratogénicas (que
producen anomalias en plantas y animales), mutagénicas, cancerigenas o
venenosas. Una caracteristica relevante es que son acumuladas, y su efecto se

manifiesta solo después de un cierto periodo de exposicion (Jiménez,2002).

En nuestras sociedades el petréleo y sus derivados son imprescindibles como fuente
de energia y para la fabricacion de mdultiples productos de la industria quimica,

farmacéutica, alimenticia, etc. (Cervantes , 1999)


http://www.tecnun.es/Asignaturas/Ecologia/Hipertexto/07Energ/120PetrolGas.htm
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La presencia de concentraciones altas de nitrdgeno en las aguas residuales, como
las aguas amargas generadas por las refinerias de petrdleo y los efluentes de
taneria, demandan un proceso de nitrificacién-desnitrificacion para descontaminar
este tipo de efluentes. No obstante, la presencia de compuestos aromaticos
recalcitrantes en estos efluentes puede afectar la velocidad de la nitrificacion y de la
desnitrificacion. Sin embargo, recientemente se encontrd que compuestos
aromaticos, como el p-cresol y el benceno, pueden ser transformados en un cultivo
nitrificante (Texier et al., 2002). Ademas, existen evidencias que indican que
compuestos recalcitrantes, como el tolueno, pueden ser mineralizados en procesos
desnitrificantes (Elmen et al. 1997; Cervantes et al. 2001a). Sin embargo, es aun
poca la informacion existente que permita afirmar si la nitrificacion tolera altas

concentraciones de compuestos fendlicos.

El sulfuro es muy téxico para una enorme gama de microorganismos, ademas de que
produce olores en extremo desagradables en la forma del gas H,S. La concentracion
de sulfuro puede llegar a superar los 500 ppm en las aguas residuales de las
refinerias petroleras y estd alrededor de 30 ppm en los efluentes de tanerias.
Durante la nitrificacion, el sulfuro puede ser oxidado a sulfato, pero el proceso
nitrificante se ve negativamente afectado. Para la eliminacion real del sulfuro debe
hacerse en forma de azufre (y no en forma de sulfato), el cual es insoluble en agua.
Hay algunas evidencias que indican que la eliminacién de sulfuro de hidrégeno
puede llevarse a cabo mediante procesos bioldgicos y bajo condiciones de aireacion
parcial, siendo el azufre elemental el producto final (Sublette, 1987). El problema que
podria observarse, es el control del oxigeno a bajas concentraciones. Otra alternativa
para la eliminacion biol6gica del azufre, es por medio de la desnitrificacion (proceso
anaerobio) litoautotrofica en condiciones alcalinas, en donde el sulfuro actia como
donador de electrones para reducir el nitrato a nitrdgeno molecular y el sulfuro se
oxida a sulfato, aunque mediante el manejo estequiométrico de la relacién

Azufre/Nitrogeno en el proceso biologico, el producto final puede ser azufre
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elemental y N, (Gommers et al.,, 1988). Se cuentan con evidencias recientes que
muestran que la eliminacién del sulfuro y nitrato puede llevarse a cabo con una
eficacia aceptable, aun en presencia de materia organica, con lo cual se eliminan
eficaz y simultaneamente S, N y C (Reyes-Avila et al., 2000). No obstante, los
mecanismos que permitan entender el fendmeno no estan aun debidamente
descritos.

Como puede verse todo lo anterior, sugiere que el proceso desnitrificante parece ser
mas amigable con la naturaleza que el proceso metanogénico, puesto que con el
primero se forma N, y CO,, en tanto que en la metanogénesis se forma metano (que
si no se almacena -lo que requiere de grandes inversiones-, y Se usa como
combustible, cuando se libera a la atmosfera, produce el efecto invernadero).
Ademas, en la metanogénesis, el amonio se acumula, por lo tanto persiste el
problema de la eutroficacion. La ventaja de la desnitrificacion, entonces, es que
pueden ser eliminados nitrdgeno, carbono (mediante N, y CO,, respectivamente) y
azufre (elemental) mediante este proceso fisioldégico respiratorio. Durante la
desnitrificacion se puede acumular nitrito y Oxido nitroso, pero con un control
adecuado de las relaciones C/N y S/N, asi como de otros parametros, se puede

evitar (Cuervo-Lopez et al., 1999; Cervantes et al., 1998).

El transporte de electrones en procesos de eliminacion simultdnea de N, S vy
compuestos recalcitrantes por medio de procesos desnitrificantes no ha sido todavia
bien definido, aun cuando su entendimiento permitira optimizar los procesos
biolégicos involucrados. Por lo tanto, es necesario realizar estudios encaminados a
elucidar los mecanismos por medio de los cuales los procesos desnitrificantes
pueden lograr una oOptima eliminacion simultanea de N y S. Con lo anterior, se
permitira identificar los parametros operacionales que permitan optimizar los
procesos bioldgicos de tratamiento de aguas residuales con las caracteristicas

descritas anteriormente.
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Recientes evidencias reportan que el rol de componentes humicos en la
transferencia de electrones bajo condiciones anaerbbicas muestran que estos

compuestos estan involucrados principalmente en 4 diferentes fenémenos:

1) Sirven como aceptores terminales de electrones para la oxidacion anaerobica de
compuestos biodegradables y contaminantes prioritarios. Los Oxidos metélicos

pueden reciclar las sustancias humicas reducidas.

2) Sirven como mediadores redox en la biotransformacion reductiva de
contaminantes prioritarios como los compuestos polihalogenados, nitro-aromaticos,

colorantes azo y radionucleétidos.

3) Sirven como donadores de electrones para la respiracion anaerobia de

compuestos mas oxidados como son nitrato, fumarato y perclorato.

4) Quelan metales para mejorar sus propiedades cataliticas como es la reduccion de

componentes polihalogenados por complejos humus-metal. (Field, J., et al. 2000)

1.2Planteamiento del problema

Del petroleo se dice que es el energético mas importante en la historia de la
humanidad; un recurso natural no renovable que aporta el mayor porcentaje del total

de la energia que se consume en el mundo.

Los vertidos de petréleo representan un grave problema, ya que una vez producidos,

es casi imposible eliminarlos o contenerlos por completo.

Dado que el agua y el petréleo no se mezclan, éste flota sobre el agua y acaba
contaminando las costas. Dentro de los contaminantes mas importantes en las aguas
amargas de las refinerias de petrdleo se encuentran aceites, materia organica,

fenoles, amoniaco y sulfuros.


http://www.monografias.com/trabajos10/petro/petro.shtml#pe
http://www.monografias.com/Historia/index.shtml
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El sulfuro es la combinacion del azufre (nimero de oxidacion -2) con un elemento
quimico o con un radical. Hay unos pocos compuestos covalentes del azufre, como
el disulfuro de carbono (CS;) y el sulfuro de hidrogeno (H.S) que son también

considerados como sulfuros.

Uno de los sulfuros mas importantes es el de hidrégeno. Este compuesto es un gas
con olor a huevos podridos y es altamente toxico. Pertenece también a la categoria
de los acidos por lo que, en disolucion acuosa, se le denomina acido sulfhidrico. En
la Naturaleza, se forma en las zonas pantanosas y en el tratamiento de lodos de
aguas residuales, mediante transformaciones anaerobicas del azufre contenido en
las proteinas o bien por reduccion bacteriana de sulfatos. Se desprende también en
las emisiones gaseosas de algunos volcanes y es asimismo un subproducto de

algunos procesos industriales.

Muchos sulfuros son significativamente toxicos por inhalacion o ingestion,
especialmente si el ion metalico es téxico. Por otro lado, muchos sulfuros, cuando se

exponen a la accion de un acido mineral fuerte, liberan sulfuro de hidrogeno.

A niveles muy altos, el sulfuro de carbono puede ser fatal debido a sus efectos sobre
el sistema nervioso. Estudios en animales indican que el sulfuro de carbono puede
perjudicar el funcionamiento normal del cerebro, el higado y el corazén. El contacto
accidental de la piel con concentraciones altas de sulfuro de carbono ha producido

guemaduras.

El sulfuro de hidrogeno (H.S) es un claro ejemplo de compuesto altamente

problematico que es facilmente tratable mediante sistemas biolégicos. El sulfuro de


http://es.wikipedia.org/wiki/Azufre
http://es.wikipedia.org/wiki/Elemento_qu%C3%ADmico
http://es.wikipedia.org/wiki/Elemento_qu%C3%ADmico
http://es.wikipedia.org/wiki/Radical
http://es.wikipedia.org/wiki/Enlace_covalente
http://es.wikipedia.org/wiki/Disulfuro_de_carbono
http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfuro_de_hidr%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cidos
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_sulfh%C3%ADdrico
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Anaer%C3%B3bica&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/Reducci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfato
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Inhalaci%C3%B3n&action=edit
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Ingesti%C3%B3n&action=edit
http://es.wikipedia.org/wiki/I%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido
http://es.wikipedia.org/wiki/Sulfuro_de_hidr%C3%B3geno
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hidrogeno se genera esencialmente en procesos industriales como el refinado de
petréleo, la fabricacién de papel y pulpa de papel, el procesado de alimentos y en el
tratamiento de gas natural y otros combustibles. Asimismo, es uno de los principales
productos generados en los colectores de las plantas depuradoras de aguas
residuales urbanas y forma parte de la mayoria de los olores generados en otras
zonas de las industrias de tratamiento de residuos. (C. Kennes and M.C. Veiga,
2001).

La reduccién de las diferentes quinonas empleadas en este estudio para oxidar el
sulfuro permite explorar un mecanismo de depuracion para lograr un mejor
tratamiento del sulfuro presente en las aguas amargas generadas por las refinerias

de petroleo.

1.3 Justificacion

El agua puede contaminarse de diversas maneras, con sustancias quimicas
organicas e inorganicas, alterando o modificando sus caracteristicas originales.
Desafortunadamente es el mismo hombre quien ha abusado de las aguas del
planeta, utilizandolas como vehiculo de sus desechos, de tal forma que sus
actividades han ido degradando paulatinamente el medio ambiente acuético
(Novaro, 1998).

Meltcaf y Eddy (1996) indican que si se permite la acumulacion y estancamiento del
agua residual, la descomposicion de la materia organica que contiene puede
conducir a la generacion de grandes cantidades de compuestos malolientes. A este
hecho cabe afadir la frecuente presencia en el agua residual bruta, de numerosos
microorganismos patdgenos Yy causantes de enfermedades, también suele contener
nutrientes que pueden estimular el crecimiento de plantas acuéticas y pueden incluir
también compuestos toxicos. Es por todo ello que la evacuaciéon inmediata y sin

molestias del agua residual de sus fuentes de generacion, seguida de su tratamiento
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y eliminacién, es no soOlo deseable, sino también necesaria en toda sociedad

industrializada.

Dentro de los contaminantes mas importantes en las aguas amargas generadas por
las refinerias de petrdleo se encuentra el Sulfuro. Estudios previos sefialan que
diferentes quinonas, con propiedades redox, son capaces de oxidar el sulfuro
durante su utilizacibn como agente reductor en la transformacion de diferentes
contaminantes (Field et al. 2000). Sin embargo, aun se desconoce la eficiencia que
tienen diferentes quinonas, como las estudiadas en el presente trabajo, para
estimular la oxidacion de sulfuro. La informacion recabada en este estudio, permitira
establecer estrategias para un mejor tratamiento de los efluentes descargados por

las refinerias de petréleo, las cuales contienen altos niveles de este contaminante.

1.40bjetivo

e Objetivo general:
Medir la velocidad de reduccién de diferentes quinonas por medio de distintas
concentraciones de sulfuro para determinar el papel que jugaran las sustancias

hamicas en la oxidacion del sulfuro en aguas residuales.

e Objetivos patrticulares:

o Evaluar las velocidades de reduccion de las diferentes quinonas a

diferentes concentraciones de sulfuro.

o Evaluar cudl de las quinonas es la mas adecuada para ser reducida

por medio de sulfuro.
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1.5Limitaciones

El uso de quinonas como donadores de electrones durante la reduccion de
intermediarios de desnitrificacion en los procesos biolégicos es un tema poco
conocido y que tiene pocos afios de haberse descubierto. Por lo tanto, existe escasa

informacion bibliogréfica, lo cuél es un factor limitante

Los resultados que se obtengan en este experimento estan dirigidas a aquellas
industrias generadoras de aguas residuales que contengan contaminantes dificiles

de degradar.



II. FUNDAMENTACION TEORICA

2.1 Desnitrificacion

Altas concentraciones de nitrégeno en aguas residuales provenientes de la refineria
de petréleo demandan un proceso de nitrificacion-desnitrificacion para llevar acabo
una descontaminacion de este tipo de efluentes.

Una vez que se ha oxidado el amonio a nitrato, este ultimo puede ser reducido a N
mediante la desnitrificacion biologica. La desnitrificacidn es un proceso respiratorio
anaerobio heterotrofico del tipo andxico (similar al de los microorganismos de
respiracion aerobia) donde la reduccion del nitrato hasta N, sigue una serie de pasos
que involucran la actividad de enzimas diferentes. Los géneros desnitrificantes mas
citados incluyen, Alcaligenes, Paracoccus, Pseudomonas, Thiobacillus vy
Thiosphaera, entre otros. La mayoria de ellos son heterétrofos, pero algunos pueden

crecer autotréficamente en hidrogeno y CO,,
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0 en compuestos sulfurados reducidos, como el sulfuro. La mayoria de estos
microorganismos poseen la enzima nitrato reductasa para reducir nitrato a nitrito
(Bock et al., 1995).

El primer paso de la desnitrificacion es la reduccion de NO3” a NOy', catalizado por la
nitrato reductasa. El segundo paso es la reduccion de NO, ~ a NO por medio de la
nitrito reductasa. La reduccion de NO a N,O, esta catalizada por la 6xido nitrico
reductasa, localizada en la membrana citoplasmatica. La Ultima etapa de la
desnitrificacion es la reduccién de N,O a N,. Es llevada a cabo por la éxido nitroso
reductasa, localizada en el periplasma. Esta enzima es severamente inhibida por la
presencia de oxigeno. Debido a esto, es importante evitar la entrada de oxigeno en
el proceso desnitrificante para no liberar N,O, gas que contribuye al efecto
invernadero del planeta. Evidencias recientes han mostrado que la concentracion de
cobre en el influente de un reactor continuo desnitrificante juega un papel importante
para evitar la acumulacion de N,O durante la eliminacion de concentraciones altas de

nitrato (Cervantes el al., 1998).

La acumulacion de intermediarios durante el proceso desnitrificante podria ser

explicado por la siguiente secuencia de reacciones:

NO— NO, ™= NO™ N,0O = N,

Cada paso tiene una velocidad especifica que depende de las caracteristicas
cinéticas de cada enzima. Asi, si las enzimas involucradas en los ultimos pasos
presentan una velocidad de reaccibn menor que las de la primera etapa, habra la
acumulacion de intermediarios. Algunas evidencias encontradas en la literatura
muestran concordancia con lo anterior. De hecho, se ha visto que la reduccién del
oxido nitroso es la etapa mas lenta durante la reduccion de nitrato a N, por lo tanto,

hay acumulacién de N,O .
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Una variable ambiental que también puede influir en la acumulacion de
intermediarios indeseables en un proceso desnitrificante es el pH. Se ha descrito que
en condiciones acidas (pH 6 o menor) se acumula &cido nitroso, muy toxico para las
bacterias. A valores de pH ligeramente alcalinos, el nitrato es convertido en N
(Gommers et al., 1988).

2.2 Propiedades cataliticas del Humus

El humus es la fraccidn organica mas abundante en la biosfera. Esta compuesto de
una estructura compleja en la que polimeros recalcitrantes prevalecen por décadas o
incluso siglos. A pesar de ser recalcitrantes, las sustancias humicas pueden jugar un
papel importante en la conversién anaerobia de substratos organicos mediante su
participacion en la respiracion microbiana como aceptores de electrones. Las

guinonas son los grupos funcionales que aceptan los electrones directamente
durante la reduccién microbiana del humus. Las quinonas presentes en el humus no
solamente sirven como aceptores de electrones en la respiracion microbiana, sino
también, como mediadores de o6xido reduccién (redox) durante la transferencia de

electrones en reacciones quimicas y microbianas.

La primera indicacion de que el humus podria jugar un papel importante en el
transporte de electrones durante la respiracion anaerobia de microorganismos fue
reportado por Lovley et al. (1996a). En este estudio se probd la capacidad de
diferentes bacterias, como Geobacter metallireducens, para oxidar diferentes
sustratos empleando acidos humicos o el compuesto modelo 2,6-disulfonato de
antraquinona (AQDS) como Unicos aceptores de electrones. Se encontré que la
conversion de acetato, y otros compuestos, a CO, estaba acoplada a la reduccion de
las quinonas en el humus o de AQDS a sus correspondientes hidroquinonas (forma
reducida de las quinonas). A partir de entonces, se ha reportado una gran variedad
de microorganismos reductores del humus (MRH) que son capaces de oxidar

diferentes sustratos simples acoplado a este proceso respiratorio. La mayoria de los
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MRH son bacterias reductoras de Fe(lll) de la familia Geobacteraceae (Lovley et al.,
1996a), pero la gran diversidad incluye también otros tipos de bacterias reductoras
del Fe(lll) como Pantoea agglomerans y Thermoanaerobacter siderophilus. Ademas,
existen bacterias sulfato-reductoras, como Desulfovibrio G11, halorespiradoras,
como Desulfitobacterium dehalogenans, fermentativas, como Propionibacterium
freudenreichii, y metanogénicas, como Methanospirillum hungatei, que también
pueden acoplar la reduccién de sustancias humicas a la oxidacién anaerobia de
diferentes sustratos (Cervantes et al, 2002). La extensa variedad de
microorganismos que son capaces de usar el humus como aceptor final de
electrones coincide con la diversidad de ambientes en los que se ha reportado la
capacidad de reducir el humus. En efecto, se reportdé que indculos originados de
plantas de tratamiento de aguas residuales, sedimentos marinos, sedimentos
contaminados o0 ricos en materia organica y suelos con diferentes caracteristicas
pudieron oxidar una gran variedad de sustratos acoplado a la reduccién de
sustancias humicas (Cervantes et al, 2000a). Entre los sustratos oxidados estan
acetato, lactato, etanol, glucosa, hidrégeno, propionato y piruvato, entre otros.

Reactividad de las hidroguinonas con metales y sus implicaciones.

Las hidroquinonas formadas durante la reduccion microbiana del humus son muy
reactivas con diferentes Oxidos metalicos que son muy abundantes en diferentes
sedimentos y suelos, como la magnetita (Fes04) o la vernadita (MnOy), permitiendo
con ello su regeneracion al estado oxidado (Lovley et al., 1996a). La regeneracion de
las hidroquinonas en el humus a su estado oxidado permite que una vez mas se

encuentren disponibles para ser reducidas por los MRH (Figura 1).
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Acetato CO,

o OH

Quinona Hidroquinona
Humus

Oxido metalico Fe(l11) Fe(ll)

Figura 1. Oxidacién de acetato por microorganismos reductores del humus (MRH) acoplado a la

reduccién de 6xidos férricos en la que participan las quinonas como transportadores de electrones.

Este mecanismo de reciclaje en el humus implica que, para lograr la oxidacién de
compuestos organicos en sedimentos o0 suelos ricos en Oxidos metélicos, no
necesariamente se requerira la participacion de una gran cantidad de humus. De
hecho, existen microorganismos que no son capaces de reducir oxidos férricos
directamente, pero que, mediante la participacion de quinonas como acarreadores de
electrones, logran acoplar este proceso a la oxidacion de diferentes sustratos
(Cervantes et al., 2002).

Oxidacién anaerobia de compuestos recalcitrantes acoplado a la reduccion del

humus.

Después de que la reduccion del humus fue descubierta como un proceso
respiratorio microbiano, surgieron multiples reportes que indicaron que no solamente
se podrian oxidar compuestos simples a través de este proceso fisiolégico, sino
también, diferentes compuestos recalcitrantes. El primer estudio que reportd la

participacion del humus como aceptor final de electrones en la oxidacion anaerobia
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de contaminantes dificiles de degradar, fue el descrito por Bradley et al. (1998). En
este trabajo se encontr6 que un sedimento rico en materia organica fue capaz de
convertir los solventes clorados [1,2-**C]cloruro de vinilo y [1,2-*C]dicloroeteno a
14C0, cuando se agregaron &acidos himicos como aceptores finales de electrones.
Mientras tanto, la conversion ocurrida en la ausencia de sustancias humicas fue
despreciable. El papel de las quinonas como aceptores de electrones fue verificado
al incubar el mismo sedimento con [1,2-**C]cloruro de vinilo como Unica fuente de
energia y AQDS como aceptor de electrones. En estas incubaciones se observo el
acoplamiento entre la conversién del solvente a **CO, y la reduccién de AQDS a
AH,QDS (forma reducida de AQDS).

Posteriormente se reportd que también compuestos aroméaticos pueden ser
oxidados biologicamente mediante el empleo de quinonas como aceptores de
electrones. En primera instancia, se observd que los indculos obtenidos de diferentes
plantas de tratamiento de aguas residuales industriales fueron capaces de degradar
benzoato, fenol y p-cresol ligado a la reduccién de AQDS. Todos estos compuestos
fueron convertidos a metano, por los mismos indculos, cuando se incubaron en la
ausencia de AQDS. Sin embargo, la adicion de AQDS como aceptor final de
electrones, permiti6 que la biodegradacion de estos contaminantes estuviera
acoplado a la reduccion de quinonas y no a la metanogénesis (Cervantes et al.,
2000b). Posteriormente se descubrié que los inoculos obtenidos de diferentes
sedimentos acudticos fueron capaces de mineralizar [**C]tolueno cuando se
proporcion6 humus o AQDS como aceptor final de electrones en las incubaciones.
En los controles en los que no se adicionaron sustancias humicas no hubo
conversion de [**Cltolueno (marcado uniformemente), mientras que el 50 y el 85 %
del [®C] tolueno adicionado en los cultivos con &acidos humicos y AQDS,
respectivamente, fue convertido a *CO, (Cervantes et al., 2001a). El proceso de
mineralizacién de [**C]tolueno estuvo acoplado a la reduccién estequiométrica del
humus y AQDS.
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Estos estudios han sido las primeras demostraciones de que el humus no solamente
puede participar como aceptor final de electrones para la conversion de sustratos
simples, sino también, para estimular la degradacién de contaminantes prioritarios.
Esto podria tener importantes repercusiones en la bioremediacion de muchos sitios
contaminados si se considera la gran abundancia del humus en lugares como
pantanos, lagos, humedales, sedimentos ricos en materia organica, composta, etc.
Ademas, el humus podria tener el mismo impacto catalitico en sitios en los que no es
muy abundante, ya que su alta reactividad con oxidos de Fe(lll) y Mn(lV), los cuales
son muy abundantes en el suelo y sedimentos acuéaticos, le permite ser reciclado y

actuar en multiples ocasiones como aceptor de electrones.

El humus en el transporte de electrones para la biodegradacién reductiva de

contaminantes.

Las quinonas en el humus no solamente pueden actuar como aceptores de
electrones en la oxidacion microbiana de muchos compuestos organicos. (Figura 2)
sino que los mecanismos cataliticos del humus y las quinonas involucran procesos
abidticos y biolégicos en los que las sustancias humicas aceleran las

transformaciones reductivas en uno a varios érdenes de magnitud (Field et al., 2000).
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AH,QDS
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Sustrato SO, Aminas
+ .
Aromaéticas
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Figura 2. Mecanismo de reduccién de colorantes azo a través del compuesto modelo AQDS (2,6-
disulfonato de antraquinona). Los microorganismos reductores del humus (MRH) reducen las
quinonas en el humus y las hidroquinonas formadas transfieren los electrones al grupo azo para

reducirlo a aminas aromaticas.

Otro tipo de contaminantes que pueden ser convertidos aceleradamente por medio
del humus o compuestos analogos (quinonas) son los colorantes tipo azo. Debido a
gue el enlace —N=N- es muy electrofilico se requiere de condiciones reductivas para
poder convertir este tipo de colorantes a sus correspondientes aminas aromaticas. La
reduccion del enlace azo ocurre muy lentamente en muchos tipos de colorantes azo
por lo que se requiere de la aplicacion de sustancias humicas, como acarreadores de
electrones, para acelerar el proceso decolorante. La reduccion de varios colorantes
azo a sus aminas aromaticas fue acelerada por medio de la adicion de diferentes
quinonas a cultivos bacterianos de Sphingomonas sp. BN6, usando glucosa como
fuente de electrones (Kudlich et al., 1997). El mecanismo de accién se describe en la
Figura 2. A partir de este descubrimiento, se ha probado la eficiencia de diferentes
guinonas en la decoloracion de diferentes colorantes azo en reactores de tratamiento
de aguas residuales (Cervantes et al., 2001c; Laszlo, 2000; Van der Zee et al., 2001).
Los estudios muestran que es posible lograr un proceso decolorante eficiente aun

cuando se opera a tiempos de residencia hidraulicos de 2 horas. Estos resultados
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tienen importantes implicaciones en el tratamiento de aguas residuales de la industria

textil.

Los compuestos aromaticos que contienen uno o mas grupos —hitro (nitroaromaticos)
son otro grupo de contaminantes que requieren de condiciones reductivas para poder
ser convertidos. Como en los casos anteriores, la aplicacion de diferentes sustancias
hamicas a sistemas de conversibn a permitido aumentar hasta 500 veces la
velocidad de reduccion del grupo —nitro al correspondiente grupo —amino (Dunnivant
et al., 1990; Schwarzenbach et al., 1990).

La reduccién de metales radiactivos, como U(VI) y Tc(VIl), es otro proceso en el que
se ha mostrado el papel catalitico del humus. El microorganismo resistente a
radiaciones, Deinococcus radiodurans R1, pudo reducir ambos radionucleotidos a
sus formas insolubles, usando lactato como donador de electrones, cuando se
incubd con AQDS. Por el contrario, en la ausencia de quinonas no hubo reduccion de
los metales radiactivos (Fredrickson et al., 2000).

En todos estos casos en los que se ha demostrado el papel catalitico del humus, no
fue necesario adicionar las sustancias humicas en abundancia ya que durante el

transporte de electrones, las quinonas son recicladas infinidad de veces (Figura 2).

2.3 Eliminacion simultdnea de Carbono, Nitrogeno y Azufre

Zepeda et al. (2003) han aportado evidencias que muestran un aspecto novedoso de
la nitrificacion, su capacidad de biotransformar la materia organica a acetato,
compuesto que puede ser oxidado a CO, por medio de la desnitrificacion. Al

respecto, es necesario abundar mas sobre este punto.

Una alternativa para la eliminacion biologica del azufre, es por medio de la
desnitrificacion (proceso anaerobio) litoautotrofica en condiciones alcalinas, en donde

el sulfuro actia como donador de electrones para reducir el nitrato a nitrégeno
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molecular y el sulfuro se oxida a sulfato, aunque mediante el manejo estequiométrico
de la relacion S/N en el proceso bioldgico, el producto final puede ser azufre
elemental y N, (Gommers et al. 1988). Se cuentan con evidencias recientes que
muestran que la eliminacién del sulfuro y nitrato puede llevarse a cabo con una
eficacia aceptable, aun en presencia de materia organica, con lo cual se eliminan
eficaz y simultaneamente S, Ny C (Reyes et al. 2000). No obstante, los mecanismos

gue permitan entender el fendmeno no estan aun debidamente descritos.

En la desnitrificacion heterotrofica pueden ser empleadas diferentes fuentes
reductoras, destacando los acidos grasos volatiles, con los que se pueden lograr
eficiencias de eliminacion de nitrato del 100% y rendimientos (eficiencia de
conversion) de casi 1 a velocidades de carga de (o mayores que) 3 g N-NO3z/Ld y
valores equivalentes de velocidades de produccién de N,. Otra fuente reductora,
recientemente identificada y con un potencial significativo, es el metano (Islas et al.
2003). Cabe decir que las caracteristicas cinéticas de la desnitrificacion litotréfica
parecen ser mas lentas, pero es aplicable a efluentes cuando el carbono organico en
las aguas residuales esta en una concentracion muy baja. En este mismo contexto,
existen evidencias de una desnitrificacion litotrofica alternativa, que ocurre en la sola
presencia de nitrito y amonio, formandose N,. También hay evidencias de que el
amonio y el nitrato forman N, pero debe estar presente carbono organico (Cervantes
et al., 2002a). De los procesos desnitrificantes hasta ahora identificados,

posiblemente el mas rapido es el heterotrofico.

Existen evidencias que indican que las quinonas, compuestos muy abundantes en el
humus y la materia organica de suelos y sedimentos, pueden jugar un papel
importante en la transformacion de diferentes contaminantes bajo condiciones
anaerobias, ya que pueden actuar como aceptores de electrones o como mediadores
de 6xido-reduccion. Existe una gran variedad de compuestos organicos, incluyendo
contaminantes aromaticos como el tolueno y el fenol, que pueden ser oxidados por
consorcios bacterianos utilizando quinonas como aceptores finales de electrones

(Cervantes et al. 2001b). El sulfuro también puede ser oxidado por su reaccion
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quimica con quinonas. Las quinonas son compuestos muy estables, que poseen
propiedades cataliticas que les permite ser oxidadas y reducidas en un infinito
namero de ciclos, aumentando la velocidad de oxidacion o reduccién de diferentes

contaminantes (Field et al. 2000).

Tomando en cuenta todas estas consideraciones, es esperable que las quinonas al
ser aplicadas a niveles cataliticos en reactores desnitrificantes, puedan incrementar
la velocidad de transferencia de electrones en los procesos biolégicos, contribuyendo
de esta manera a la eliminacion simultanea de C, Ny S. En consecuencia, es posible
pensar que la velocidad de eliminacidon de la materia organica recalcitrante, en

presencia de transportadores de electrones, se incremente.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Curvas de calibracion.

Se realizd una curva patrébn para cada una de las quinonas  utilizando
concentraciones de quinona de 0 a 150 mg/L y de 0 a 2 ml. De solucién
amortiguadora se midieron las absorbancias y se realizaron las curvas patron para

cada quinona.

Para AQDS se realizé una curva de calibraciéon (figura 1) con el fin de obtener la
ecuacion de la recta y de esta forma aplicarla posteriormente para obtener las

concentraciones de quinona reducida con sulfuro.
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Figura 1. Curva de calibracion de AQDS (A=340).

En la figura 2 podemos observar la curva patron para lawsona, misma que se realizd
a partir de una solucion de dicha quinona a una concentracién de 150 mg/L y con un
buffer de bicarbonato de sodio (5 g/L). Esta grafica se empleé como base para

determinar las concentraciones de lawsona reducidas por medio de sulfuro.

2 /
1.5
] / y = 0.0133x + 0.0511
R? = 0.9957
0.5 e
0

Absorbancia

0 50 100 150 200

Concentracion (mg/l)

Figura 2. Curva de calibracion de lawsona (A=340).

Para naftoquinona se realiz6 la siguiente curva de calibracion (figura 3) a partir de
una concentracion inicial de 150 mg/L y empleando también, como en los casos

anteriores, una solucion amortiguadora de bicarbonato de sodio (5 g/L).
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Figura 3. Curva de calibracion de naftoquinona (A=346) .
4.2 Reduccion de AQDS

El comportamiento de la reduccion de AQDS por medio de sulfuro se presenta en la
figura 4. Se puede observar de una manera global que al ir aumentando la
concentracion de sulfuro hasta 250 mg/L la velocidad de reduccion aumenta y es en
dicha concentracion que se observa la velocidad maxima ya que de 500 mg/L en
adelante la velocidad disminuye de manera muy notoria. La velocidad de reduccion
mas alta observada fue de 0.0676 mmol/hr a una concentracion de 2500 mg/L de

Sulfuro.

Concentracion Reduccion de AQDS

mm&A —e— 0 sulfuro
82 | —=— 100 sulfuro
01 - , = 250 sulfuro
0 ——%3% 500 sulfuro
0 2 4 6 | —x— 1000sulfuro
Tiempo(Hrs) —e— 2500 sulfuro

Figura 4. Reduccién de AQDS.
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4.3 Reduccién de lawsona

La figura 5 muestra que la velocidad de reduccion de la lawsona fue muy parecida
para las diferentes concentraciones de sulfuro adicionadas. La mayor velocidad de
reduccion de la lawsona fue de 1.7312 mmol/hr a una concentraciéon de 1000 mg/l de

sulfuro.

Reduccién de Lawsona

f§ _ 6 —e— 0 sulfuro
g3 4 —=— 100 sulfuro
g E 2 250 sulfuro
8 0 500 sulfuro
6 | —x— 1000sulfuro
Tiempo (Hrs.) —e— 2500 sulfuro

Figura 5. Reduccion de lawsona.
4.4 Reduccién de naftoquinona
La mayor velocidad de reduccién de naftoquinona se pudo observar cuando la

concentracion de sulfuro fue de 1000 y 2500 mg/L, lograndose una reduccion

maxima de 0.1836 mmol/hr.
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Figura 6. Reduccion de naftquinona.

De manera general se puede destacar que la quinona que se redujo con mayor
velocidad fue la lawsona cuya velocidad fue de 1.7312 mmol/hr, a una concentracion
de 1000 mg/l de Sulfuro, mientras que la naftoquinona mostré una menor velocidad
de reduccion que fue de 0.1836 mmol/hr. En cuanto a AQDS se observd una

velocidad de 0.0676 mmol/hr a una concentracién de 250 mg/l de Sulfuro

Existen evidencias que indican que las quinonas, compuestos muy abundantes en el
humus y la materia organica de suelos y sedimentos, pueden jugar un papel
importante en la transformacion de diferentes contaminantes bajo condiciones
anaerobias, ya que pueden actuar como aceptores de electrones o como mediadores
de 6xido-reduccion. Existe una gran variedad de compuestos organicos, incluyendo
contaminantes aromaticos como el tolueno y el fenol, que pueden ser oxidados por
consorcios bacterianos utilizando quinonas como aceptores finales de electrones
(Cervantes et al. 2001b). El sulfuro también puede ser oxidado por su reaccion
quimica con quinonas . Las quinonas son compuestos muy estables, que poseen
propiedades cataliticas que les permite ser oxidadas y reducidas en un infinito
numero de ciclos, aumentando la velocidad de oxidacion o reduccién de diferentes

contaminantes (Field et al. 2000).
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Tomando en cuenta todas estas consideraciones, es esperable que las quinonas al
ser aplicadas a niveles cataliticos en reactores desnitrificantes, puedan incrementar
la velocidad de transferencia de electrones en los procesos bioldgicos, contribuyendo
de esta manera a la eliminacién simultanea de C, N y S. En consecuencia, es posible
pensar que la velocidad de eliminacion de la materia organica recalcitrante, en

presencia de transportadores de electrones, se incremente.



lIl. METODOLOGIA
3.1 Tipo de investigacion
Investigacion exploratoria ya que mediante esta investigacion se obtuvo informacion
de la actividad intencional realizada y se encuentra dirigida a crear el fendmeno
mismo que se indaga, y asi poder observarlo.

3.2 Ubicacion del experimento

Los experimentos y andlisis se realizaron en el laboratorio de Andlisis Especiales y

de Ecodesarrollo de la Direccién de Recursos Naturales del ITSON.

3.3 Materiales y reactivos
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3.3.1 Materiales

Espectrofotdmetro marca Génesis 20 Thermospectronics, flujo de N,/CO, (tanque),
camara anaerobia marca Coy modelo 14500 (para formar atmosfera N./H,, 54
botellas de vidrio, 54 tapones de goma, selladora,3 vasos de precipitados, 1 matraz
volumétrico de 1L.,2 matraces volumétricos de 50 ml., 2 micropipetas (100 ul y 500 pl
) 1 probeta de 50 ml., 1 espatula, 2 matraces erlenmeyer de 1000 ml. , jeringas
estériles de 1y 3 ml,, , catalizador de paladio para la cAmara anaerobia.

3.3.2Reactivos

2,6-disulfonato de antraquinona (AQDS), 1,4-Naftoquinona (Lawsona), sodio-1,2-

Naftoquinona-4-sulfato, bicarbonato de sodio y sulfuro de sodio nanohidratado.

3.4 Etapa experimental

3.4.1 Preparacién de Soluciones:

Medio basal.

Se preparé un Medio basal con sistema de amortiguamiento con bicarbonato de

Sodio (5 g/L) se sometio a un flujo de una fase gaseosa de N,/CO, (80:20).

Quinonas.

Se prepararon soluciones de las tres quinonas a una concentraciéon de 150 mg/L

Esto se realiz6 a partir de 0.0075 g. de quinonay 50ml. De medio basal.
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Soluciéon de Sulfuro Concentrado:

Se prepar6 una solucion de sulfuro concentrado a partir de Na,S nonahidratado

obteniendose 12.5 g.del ion sulfuro en un litro de solucion.

Reduccion de Quinonas.

Se preparé medio basal y se distribuyé el volumen correspondiente a cada botella
para que al final el volumen fuera igual a 50 ml/botella, se sellaron y se hicieron
pasar por un flujo de No/CO, durante 3-5 minutos para generar una atmosfera
anoxica. Posteriormente, se agregaron las diferentes cantidades de sulfuro, se
incubaron a 30° C durante la noche (12 horas). Al siguiente dia se agrego la
quinona correspondiente y se midio la absorbancia en la camara anaerobia (se us6
una atmoésfera formada por N»/H, (95:5), asi como la presencia de un catalizador de
paladio para asegurar ausencia de oxigeno), de tal modo que se obtuvieron las

concentraciones de quinona en mmol /L,

En las siguientes tablas se especifican las cantidades empleadas en los

experimentos con las 3 quinonas.

mg. sulfuro + AQDS | Vol.Quinona(ml.) | Vol. Sulfuro (ml.) | Vol.Medio Basa I(ml.) | Vol. total (ml.)
0 0.5 0 49.5 50
100 0.5 0.4 49.1 50
250 0.5 1 48.5 50
500 0.5 2 47.5 50
1000 0.5 4 45.5 50
2500 0.5 10 39.5 50

Tabla 1. Valores requeridos para realizar una curva de calibracién para AQDS.
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mg. sulfuro + AQDS | Vol.Quinona(ml.) | Vol. Sulfuro (ml.) | Vol.Medio Basa I(ml.) | Vol. total (ml.)
0 16.667 0 33.333 50
100 16.667 0.4 32.933 50
250 16.667 1 32.333 50
500 16.667 2 31.333 50
1000 16.667 4 29.333 50
2500 16.667 10 23.333 50

Tabla 2 Valores requeridos para realizar curvas de calibracién para naftoquinona y

lawsona.

Se realizaron 3 experimentos por separado, uno para cada quinona. Para cada
experimento se tuvieron 18 botellas distribuidas de la siguiente forma: 3 botellas
conteniendo Unicamente el medio basal y la quinona sin sulfuro para ser utilizada
como control), y las demas con concentraciones distintas de sulfuro (100, 250, 500,
1000 y 2500 mg/L) medio basal y quinona. Todos los tratamientos se realizaron por
triplicado. Una vez adicionadas las quinonas se realizaron los muestreos cada hora
por un periodo de cuatro horas, con el fin de determinar la velocidad de reduccion de

cada una de las quinona.

3.5 Técnicas analiticas.

El andlisis de la reduccion de las quinonas fue realizado en condiciones anaerobias,
con muestras recolectadas en la camara anaerobia Ny/H, (95:5). Las muestras se
depositaron en celdas de plastico. Las concentraciones de quinonas fueron
determinadas por monitoreo de la absorbancia a 450 nm para lawsona y AQDS y a

340 nm para naftoquinona usando curvas de calibracién.



24



V. CONCLUSION Y RECOMENDACIONES

Se comprob6 que todas las quinonas utilizadas pudieron ser reducidas con sulfuro
por lo tanto pueden contribuir a su transformaciéon a azufre elemental en aguas

residuales provenientes de la refineria de petroéleo.

De las quinonas empleadas (AQDS, lawsona y NQ) en esta investigacion, el
modelo lawsona presenta una mayor velocidad de reduccion con sulfuro, por lo que
se recomienda su uso en el tratamiento de aguas residuales generadas por la

refineria de petréleo.

Se recomienda dar seguimiento a esta investigacion, ya que estos experimentos

realizados demuestran las velocidades de reduccion de tres quinonas con sulfuro.



Sin embargo es muy importante continuar con el disefio de un biorreactor que
implemente esta técnica, para poder ser utilizado a nivel industrial, cumplir con las
normas oficiales mexicanas referentes a efluentes de las refinerias de petréleo y

contribuir al desarrollo sustentable.
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