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Resumen: El sulfuro de hidrégeno generado durante la produccidn de biogas es un gas altamente corrosivo que puede dafiar los equipos y, en
casos graves, representar riesgos para la salud humana, por lo que su eliminacion es esencial para el uso seguro del biogds. En este estudio, se
utilizaron biorreactores a escala de laboratorio para evaluar la capacidad de eliminacién de sulfuro de hidrégeno de las bacterias purpuras no
sulfurosas (PNSB). En cada reactor se suministraron 594.26 mg/L de sulfuro de hidrégeno durante 648 horas, logrando una reduccion de hasta el
67.81+0.84 % en condiciones de pH de 7.2 £ 0.02 y un potencial redox de 320.25 + 3.74 mV. Los hallazgos de este estudio sugieren que las PNSB,
debido a su alta eficiencia de eliminacion de sulfuro de hidrégeno, pueden emplearse en procesos de biodesulfuracion como una alternativa
eficaz para la limpieza de biogas.
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Use of non-sulfur purple bacteria in the removal of hydrogen sulfide for the cleaning of
biogas produced by anaerobic digestion

Abstract: Hydrogen sulfide generated during biogas production is a highly corrosive gas that can damage equipment and, in severe cases, pose
health risks to humans, making its removal essential for safe biogas use. In this study, laboratory-scale bioreactors were used to evaluate the
hydrogen sulfide removal capacity of purple non-sulfur bacteria (PNSB). Each reactor was supplied with 594.26 mg/L of hydrogen sulfide over 648
hours, achieving up to a 67.81 + 0.84 % reduction under conditions of pH of 7.2 + 0.02 and a redox potential of 320.25 £ 3.74 mV. The findings of
this study suggest that PNSB due to their high hydrogen sulfide removal efficiency can be employed in biodesulfurization processes as an effective
alternative for biogas cleaning.
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Introduccién

El sulfuro de hidrégeno es un gas tdxico corrosivo que se produce a partir de la degradacién anaerobia de compuestos
organicos durante la produccion doméstica e industrial del biogas (Dada et al,. 2025). En los biodigestores las bacterias
sulfato reductoras son las principales responsables de la produccién de sulfuro de hidrégeno (Sarti y Zaiat 2011). El
sulfuro de hidrégeno se caracteriza por ocasionar corrosidon en acero y hormigdon, afectando seriamente equipo e
infraestructura de las instalaciones. Una exposicion prolongada en concentraciones cercanas a 5 ppm de sulfuro de
hidrégeno puede llegar a causar dafio ocular, y afectar las vias respiratorias (Sarti y Zaiat 2011). El sulfuro de hidrégeno
se puede eliminar haciendo uso tanto de procesos fisicoquimicos como bioldgicos (Pudi et al., 2022). Algunos de los
métodos fisicoquimicos convencionales son la adsorcidn y precipitacion con sustancias alcalinas. Ambos procesos se
caracterizan por ser rapidos y efectivos, sin embargo, su consumo de energia es elevado y generan residuos
contaminantes (Krayzelova, 2014).

Los métodos que incluyen tecnologias bioldgicas como la biodesulfuracién se basan principalmente en el uso de
microorganismos capaces de crecer en compuestos inorganicos de azufre reducido como el sulfuro de hidrégeno los
cuales pueden superar los inconvenientes de consumo de energia y generacién de desechos ambientales (Pudi et al.,
2022). En el mecanismo de biodesulfuracién, los microorganismos utilizan sulfuro de hidrégeno como un donante de
electrones que es llevado a través de una serie de reacciones de oxidacidn para la producciéon de sulfato o azufre acorde
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al metabolismo llevado por la bacteria. Las PNSB son microorganismos que poseen enzimas oxidativas que les otorga
la capacidad metabdlica de crecer foto-autotréficamente, utilizando diferentes compuestos reducidos de azufre, como
el sulfuro de hidrégeno para la fijacién de didxido de carbono haciendo que este grupo de microorganismos sean
buenos candidatos en los procesos de biodesulfuracion (Tec-Campos et al., 2023; Phuc et al., 2024).

Ha sido reportado que algunos géneros de PNSB tienen la capacidad de oxidar sulfuro de hidrégeno, sin embargo, poco
se ha investigado con respecto al metabolismo oxidativo del azufre y su potencial en la remocién de sulfuro de
hidrégeno presente en el biogas. El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial de una PNSB en la remocion de
sulfuro de hidrégeno para ser utilizada como alternativa en los procesos de limpieza del biogas.

Materiales y Métodos

Aislamiento y crecimiento de PNSB

Las PNSB fue aislada de una laguna de aguas residuales en Gomez
Palacio Durango, México. Para el aislamiento de la PNSB, muestras
de agua de la laguna fueron tomadas en recipientes estériles para

ser almacenados a 4°C para su posterior uso en el laboratorio.
Para la reactivacién y crecimiento de PNSB, se tomaron 0.1 mL de
la muestra de agua y se depositaron en cajas Petri con medio de
agar nutritivo. Las cajas fueron depositadas en una jarra de
anaerobiosis transparente colocada en una incubadora por 168 h
gue mantenia condiciones a 35°C y una emisién de 1500 lux con
ldamparas de tungsteno. Para la seleccidon, la PNSB fue inoculada
en botellas de plastico que contenian 250 mL de medio liquido
mineral modificado descrito por van Gemerden y Beeftink (1978)
con la siguiente composicidon en g/L: 0.31 de Na,S;0;3, 0.25 de
NH4C|, 2de NaHCO3,0.2 de CaCI, 0.6 de KzHPO4, 0.5de KH2P04, 0.2
de MgCl>-6H,0 y 10 mL de una solucién de elementos traza de
Pfennig y Lippert, (1966) ajustado el pH a 7.0. Los frascos se
colocaron en una incubadora con agitaciéon a 150 rpm a 35°C.
Despues del periodo de incubacién se tomo una muestra de los
frascos para caracterizar la morfologia microscopica de la PNSB
utilizando un microscopio dptico de la marca Olympus.

Figura 1. Sitio de muestreo de la laguna de aguas
residuales en Gomez Palacio Durango, México para
el aislamiento y crecimiento de PNSB

Montaje experimental

Para las pruebas de biodesulfuracion en modo semicontinuo, se utilizaron botellas de plastico de 3L con un volumen
de trabajo de 1.5 L. Cada botella contenia medio mineral modificado descrito por van Gemerden y Beeftink (1978) que
de su composicion antes mencionada Unicamente se no adiciono Na,S,0s. Las botellas fueron inoculas al 20% v/v con
PNSB, Unicamente el control no fue inoculado. Cada 24 horas partir de las 0 h hasta 648 h se estuvo adicionando biogas
con un flujo de 2 mL/min por una hora, asi mismo tiempo al final de cada suministro se determind la concentracién de
sulfuro de hidrégeno que quedaba en el medio mineral (Tabla 1). Durante todo el periodo experimental las botellas se
dejaron en una incubadora a 35°C con agitacidn a 150 rpm y una intensidad de luz de 1500 lux (Figura 2). Todos los
experimentos fueron realizados por duplicado

Métodos analiticos

La determinacién de concentracion de sulfuro de hidrégeno fue de acuerdo al ensayo de azul de metileno (4500-S2-D,
APHA et al., 1995).

El pH se determino utilizando un pH metro de la marca HANNA Instrument con un electrodo HI 1131B. El potencial
oxido redox (ORP) se determind utilizando pH metro marca HANNA con un electrodo de platino y semicelda de
referencia Ag/AgCl.
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Figura 2. Etapas del montaje experimental para evaluar el potencial de biodesulfuracién de PNSB
Resultados y Discusion
Caracterizaciéon microbiolégica de PNSB

En este estudio se logré cultivar PNSB de una laguna de aguas residuales (Figura 1) que presentaba un color rojo intenso
con un fuerte olor a huevo podrido. Se ha reportado que PNSB pertenecientes al grupo de microorganismos
fotosintéticos anoxigénicos se encuentran preferentemente en ambientes microaerdbicos-anaerdbicos expuestos a la
luz solar y deficientes en oxigeno (Dhar et al., 2023). La PNSB aislada caracterizada mostro colonias de coloracién rojo
intenso después de 168 horas de cultivo resultd ser una bacteria mévil en el que las células presentaban forma de
bastdn (Figura 3A,3B). En general las PNSB son células méviles que se caracterizan por presentan un color marrdn rojizo
tener forma de bastdn de 0.8 a 1.2 mm de ancho y 2.0 a 6.0 mm de largo (Venkata et al., 2012).

(a) (b)

Figura 3. a) Morfologia colonial de PNSB en una placa Petri con agar nutritivo y b) Frotis en fresco visualizado
utilizando el objetivo microscépico de inmersién 100X del microscopio 6ptico
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Consumo de sulfuro de hidrogeno por PNSB

El comportamiento cinético de consumo de sulfuro de hidrégeno se muestran los graficos de la figura 4A. De acuerdo
al comportamiento cinético, durante las primeras 48 horas se obtuvieron valores de remocién de 8.37+0.21 mg/L,
mientras que partir de las 72 horas hasta 504 horas se muestra claramente una fase exponencial de remocion,
obteniéndose valores de remocion de sulfuro de hidrogeno de 381.72+3.94 mg/L. Sin embargo, a partir de las 528 horas
se observa un declive en la curva, presentandose un comportamiento asintético para obtener valores finales de
remocion de 403+5.01 mg/L correspondiente al 67.79+0.74 %. En los experimentos abidticos el sulfuro de hidrégeno
se incremento en vez de disminuir, ya que se muestra que hubo una acumulacién (Tabal 1). Esto nos indica que la
remocion de sulfuro de hidrégeno obtenida en los experimentos se debid Unicamente al efecto de la asimilacion
metabdlica de PNSB y no a factores abidticos.

Tabla 1. Valores de concentracidn de sulfuro de hidrégeno obtenidos a partir de experimentos abidticos y con PNSB
durante las 648 h

Abidtico PNSB

Concentracion de sulfuro de

Tiempo (Horas)  hidrégeno (mg/L) afiadido al
medio en el medio

Consumo acumulado de
sulfuro de hidrégeno (mg/L)

Remocion de sulfuro
de hidrégeno (%)

0 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
24 15.60+0.52 15.98+0.61 2.49+0.09
48 34.42+1.51 18.44+0.91 8.38+0.21
72 61.60+1.92 27.12+4.74 22.81+2.68
96 91.63+2.17 31.21+7.03 44.38+3.00
120 117.97+2.49 34.45+3.14 69.78+0.35
144 139.87+3.44 54.30%4.47 107.85+2.98
168 165.18+3.54 82.79%3.60 155.36+1.55
192 185.38+3.88 91.78%3.02 182.89+1.03
216 198.06+4.02 93.30£2.50 197.03+0.45
240 218.50+4.12 91.11+1.39 216.58+0.34
264 243.63+4.35 80.55+0.55 238.37+0.22
288 265.04+4.47 67.53+0.08 256.38+0.09
312 294.39+4.79 66.86+0.36 281.79+0.11
336 322.62+5.75 55.29+0.87 304.3610.40
360 349.62+4.99 44.75+0.89 324.61+0.63
384 373.33+4.37 33.91+0.84 341.13+0.82
408 385.15+4.08 18.61+0.69 349.32+0.97
432 393.74+3.57 12.56+0.34 354.90+0.70
456 408.76%3.22 13.32+4.08 362.06+2.80
480 428.74+2.28 10.88+1.91 369.29+3.77
504 450.55+2.33 11.80+0.88 378.8614.04
528 477.06%2.36 11.60+0.73 390.24+4.29
552 502.01+2.46 5.24+0.64 396.08+4.78
576 522.03+2.31 2.38+0.39 399.07+5.16
600 546.82+2.50 0.62+0.16 400.00+4.88
624 570.14+3.27 0.33+0.20 400.57+4.52
648 591.36+4.10 0.17+0.07 400.90+4.39

Los experimentos mostraron que PNSB tiene una alta tolerancia al sulfuro de hidrégeno (Figura 4A), sin embargo,
atribuimos que la sobre carga continua de sulfuro de hidrégeno contribuyo a la inhibicién de la asimilacion de sulfuro
de hidrégeno por PNSB. Se ha reportado que el sulfuro de hidrégeno provoca dafio celular inhibiendo las actividades
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enzimaticas antioxidantes de la superdxido dismutasa, catalasa y glutatidn reductasa, asi como también induce a una
peroxidacion lipidica y dafio en el ADN (Fu et al., 2018). En otros estudios también se ha reportado que una sobrecarga
en el reactor con sulfuro de hidréogeno puede llevar una sobre reduccion del grupo de quinonas lo lleva a una
disminucién en el transporte de electrones a través del fotosistema y por tanto una disminucién en la produccion de
ATP causando efectos negativos en el crecimiento de las bacterias (Schiitz et al., 1999).
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Figura 4. a) Comportamiento cinético de los datos experimentales para la remocion de sulfuro de hidrégeno,
b) Comportamiento cinético de pH y c) Comportamiento cinético del potencial 6xido reduccién (ORP).
La desviacion estandar es correspondiente de n=2

Efecto del pH sobre la remocion de sulfuro de hidrogeno

El pH es un parametro de medicion de gran importancia en el proceso de biodesulfuracién ya que se puede evaluar el
estado fisioldgico de los microrganismos durante la asimilacion metabdlica del sulfuro de hidrégeno. Los valores de pH
(Figura 4B) obtenidos oscilaron entre 6-7 teniendo que durante las primeras 72 horas en condiciones de pH de 6.60 la
eficiencia de remocién de sulfuro de hidrégeno fue de aproximadamente del 26.4+4.61% (Tabla 1). Sin embargo, a
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partir de las 96 horas hasta las 432 horas, el pH se mantuvo en la neutralidad (valor de pH de 7.0) alcanzando la mayor
eficiencia de remocién de sulfuro de hidrégeno. A partir de las 480 horas hasta 648 horas, los valores de pH
disminuyeron en un rango entre 6.8 a 5.9, bajo esta condicidén la remocién de sulfuro de hidrégeno disminuyo
significativamente hasta el cese de la remocidn (Figura 4A). Los datos de pH nos mostraron que a valores en un rango
de aproximadamente de 7.0 se favorece notablemente la remocién de sulfuro de hidrégeno, mientras que a valores de
pH por debajo de 6 se ve afectada la remocion de sulfuro de hidrégeno lo cual se puede atribuir a la falta de oxidacion
del sulfuro de hidrégeno. Janssen et al. (1997) reportaron que el rango de pH entre 7.5 a 8.0 es el adecuado para que
se lleve a cabo la oxidacidn de sulfuro a sulfato. Otros estudios realizados por Xu, et al. (2016), reportaron que el pH
juega un papel muy importante en la conversién del sulfuro teniendo que el rendimiento maximo de desulfuracion
ocurre en condiciones cercanas a la neutralidad (pH de 7.5 a 8.0).

Efecto del potencial oxido redox sobre la remocion de sulfuro de hidrégeno

El ORP es un parametro fisicoquimico importante ya que es una medida indirecta del intercambio de electrones que
ocurre durante proceso y describe el estado fisioldgico de las bacterias del medio (Johnston et al., 2024). En la figura
4C se muestra que el ORP inicial fue de +103 mV, y conforme fue trascurriendo el tiempo los valores de ORP fueron
disminuyendo hasta obtener los valores de ORP de -330.8 mV a las 192 horas. Sin embargo, a partir de las 216 horas
los valores de ORP se incrementaron hasta obtener valores de +17.9 mV a las 648 horas. El comportamiento de ORP
antes mencionado puede estar correlacionado con los valores de sulfuro de hidrégeno consumido, ya que se muestra
en la figura 4A, que los valores en los que obtuvo la mayor eficiencia de remocion de sulfuro de hidrégeno fue a partir
de los valores mas bajos de ORP. Mientras que los valores mas altos de ORP fueron obtenidos para los valores mas
bajos de remocion de sulfuro de hidrégeno. Durante el crecimiento autétrofo en bacterias fotosintéticas, el sulfuro de
hidrégeno provee de electrones para la reduccién de NAD* necesarios para la fijacién de CO,. En la mayoria de las
bacterias el transporte de electrones desde el sulfuro hasta NAD*, se realiza en la membrana a través de diferentes
complejos enzimaticos. En este mecanismo la sulfuro quinona oxidorreductasa quien recibe el sulfuro de hidrégeno, es
menos negativo que el par NAD*/NADH, requiriendo de mayor energia para transportar los electrones, por tanto, los
valores negativos de ORP son un indicativo que el sulfuro de hidrégeno este siendo asimilado por las bacterias
fototroficas (Griesbeck et al., 2000). Por lo anterior atribuimos el favorecimiento de la asimilacién de sulfuro de
hidrégeno a valores de ORP de -325 mV y la inhibicidn de la remocidn a valores de ORP de +17.3 mV.

Conclusiones

En este estudio se demostrd la adaptabilidad metabdlica de PNSB para lograr una reduccién de sulfuro de hidrégeno
de 67.81+0.84 % durante 648 horas. Tanto el pH como el potencial oxido redox tuvieron un rol importante durante la
asimilacion metabdlica del sulfuro de hidrégeno, teniendo que a valores de pH cercanos a 7.0 con valores de ORP de -
330.8 mV se favorecio la biodesulfuracion, obteniéndose los valores mas altos de remocion de sulfuro de hidrégeno.
Mientras que a valores de pH inferiores de 6.0 con valores de ORP de +17.9 mV se muestra inhibicién de la remocién
de sulfuro de hidrégeno. En general, la alta tolerancia de PNSB respalda su uso en los procesos de desulfuracion en
plantas de tratamiento de purificacidén de biogds producido por digestién anaerobia.
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