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RESUMEN

Las bacterias sulfato reductoras (BSR) son responsables de la produccion de sulfuro
de hidrogeno (H.S) en anaerobiosis a partir de sulfatos y un donador de
electrones. El sulfuro producido podria utilizarse para precipitar metales catidnicos

divalentes, permitiendo la biorremediacion de efluentes contaminados.

Se evaluo la produccion de sulfuro de hidrogeno de un consorcio de bacterias sulfato
reductoras aisladas de una fuente hidrotermal ubicada en el sector agua caliente del
distrito minero Portovelo, con tres concentraciones de sulfato de sodio (30, 40, 50
mM) y de acido lactico como fuente de carbono (70, 90, 110 mM). La mejor
produccién de sulfuro de hidrégeno se dio con las concentraciones de 110 mM de
acido lactico y 30 mM de sulfatos como aceptor de electrones, obteniendo una

produccion de 36,33 ml de gas sulfhidrico.

Ademas se realizd una produccion de sulfuro de hidrégeno por métodos quimicos
utilizando pirita y sulfuro de potasio, con concentraciones de (30, 40, 50 mM)
respectivamente, por reaccion quimica con acido clorhidrico con concentraciones de
(70, 90, 110 mM). Los resultados de la produccién quimica se compararon y se
determind que la mejor produccion, se la obtuvo con sulfuro de potasio a

concentracion de 30 mM vy acido clorhidrico 110 mM.

Finalmente se realiz6 una comparacién de gas sulfhidrico producido por el método
bioldgico frente al método quimico con K,S, en términos de eficiencia y costos; y se

determin6 que el método bioldgico es el méas adecuado.



CAPITULO I

INTRODUCCION.
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1. INTRODUCCION

La actividad industrial, hoy en dia se ha convertido en un problema medio ambiental,
debido a que vierten grandes cantidades de desechos con altas concentraciones de
sulfato, metaloides (arsénico) y metales pesados como: cobre, niquel, zinc, plomo y

hierro en las cuencas hidrograficas (Alvarez M 2007).

Mediante el avance de la biotecnologia se ha desarrollado una rama muy importante
para el medio ambiente Ilamada remediacion, la misma que se encarga de mitigar el
impacto creado por los metales pesados y metaloides debido a su alta concentracion

presente en efluentes contaminados.(Luptakova A, 2009)

Muchos intentos relacionados con la remediaciébn de metales pesados se
han llevado a cabo en todo el mundo y practicado durante varias
décadas con el objetivo de prevenir los efectos nocivos de los
metales tdxicos sobre el medio ambiente, estos contaminantes incluso en cantidades

pequefas pueden causar dafios a los organismos vivos. (Alvarez M, 2005)

Los metales pesados, no pueden ser degradados facilmente, por ello, los procesos de
remediacion se reducen a la inmovilizacion de los mismos, mediante la produccién de
gas sulfhidrico que puede ser producido de dos maneras quimica y bioldgica, este gas
al ser liberado a un medio con presencia de metales pesados, reacciona para formar
compuestos sulfurados estables de baja solubilidad y biodisponibilidad. (Vicente M,

2006).

11



11 FIN DEL PROYECTO

Contribuir al conocimiento cientifico para desarrollar un procedimiento de
produccién de gas sulfhidrico de una manera econdémica y amigable con el medio
ambiente, con miras de aplicarlo en la precipitacion de metales pesados en la

industria.

1.2 PROPOSITO DEL PROYECTO

Modificar el medio lactato C con variaciones en las concentraciones de donador de
electrones (&cido lactico) y aceptor de electrones (sulfato de sodio), para optimizar la
produccién bioldgica de gas sulfhidrico con un consorcio de bacterias sulfato

reductoras (BSR).

1.3 COMPONENTES DEL PROYECTO

1.3.1 Determinar las concentraciones éptimas de acido lactico y sulfato de sodio
para la produccion de H,S bioldgico.

1.3.2  Determinar la mejor produccion de gas sulfhidrico con K,S y FeS; (pirita).
De a cuerdo a la estequiometria de reaccion con HCI para la produccion de H,S
quimico

1.3.3  Comparar la produccion bioldgica y quimica de H,S en términos de

rendimiento y costos de produccion.

12



14 HIPOTESIS DE TRABAJO

H.1.Las variaciones en las concentraciones de fuente de carbono (acido lactico) y del
aceptor de electrones (sulfato de sodio) inciden en la produccién bioldgica del gas
sulfhidrico.

H2. Producir gas sulfhidrico con K,S, resulta mas eficiente que la produccion de gas
sulfhidrico con FeS, (pirita).

H3. Producir gas sulfhidrico bioldgicamente es mas eficiente y econdémico que la

produccion quimica.

13



CAPITULO II:

REVISION BIBLIOGRAFICA.
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2.1. BIORREMEDIACION

El término biorremediacion fue acufiado a principios de la década de los '80. Se trata
fundamentalmente de la aplicacion de estrategias de remediacion bioldgicas, basadas
en la capacidad de los microorganismos de interaccionar en forma directa con
contaminantes. Los microorganismos pueden degradar los desechos en productos
menos toxicos, concentrar e inmovilizar sustancias toxicas tales como metales
pesados; minimizar desechos industriales y rehabilitar areas afectadas con diversos
contaminantes. De este modo la biorremediacion permite mejorar los ecosistemas

dafados, acelerando algunos procesos naturales (Whiteley y Lee, 2006).

El tratamiento bioldgico de residuos tiene algunas ventajas, cuando es comparado con
técnicas tradicionales utilizadas con este fin, entre dichas ventajas se encuentran
(Veglio y Beolchini, 1997; Tomotada y Masao, 2001):

e Bajo costo del tratamiento.

e Tratamiento in situ, no hay gastos de transporte.

e Reduccién y eliminacion de subproductos finales.

e Eliminacién de un costoso equipamiento y atencion frecuente del operador.

e Eliminacion de un seguimiento a perpetuidad.

La aplicacion de la biorremediacion para solucionar los graves problemas de
deterioro ambiental se ha incrementado notablemente en los udltimos afios; no
obstante, el terreno mas importante de aplicacion ha sido el del tratamiento de

contaminantes organicos, en particular, de hidrocarburos (Tomotada y Masao, 2001).

15



A diferencia de lo que puede ocurrir con compuestos organicos contaminantes, los
metales pesados no pueden ser degradados. Las posibilidades para el tratamiento de
contaminaciones producidas por ellos se reducen a inmovilizarlos (si se encuentran en
una fase liquida o gaseosa) o movilizarlos (para extraerlos desde matrices sélidas) de
forma tal de reducir su biodisponibilidad o su toxicidad, esto mediante la produccion

de sulfuro de hidrogeno. (Ledin, 2000; Viera y Donati, 2004).

2.2. Produccién de Sulfuro de Hidrdgeno Bioldgico.

2.2.1.  Bacterias Sulfato Reductoras

Las bacterias sulfato-reductoras son un grupo muy heterogéneo de organismos
heter6trofos anaerobios facultativos. Algunos autores como Widdel y Hansen (1991)
consideran que las bacterias sulfato-reductoras son estrictamente  anaerobias y
sostienen que, por lo general, son muy sensibles a los medios 6xicos y mueren de
forma mas o0 menos rapida expuestos a éstos. Sin embargo, estudios recientes apuntan
hacia la tesis de que la respiracion del oxigeno limita la actividad de las bacterias
sulfato reductoras mediante la competencia por los sustratos organicos y no tanto por
la toxicidad del oxigeno (Norsker, 1995).

Las bacterias sulfato reductoras producen aproximadamente 2 moles de alcalinidad
por mol de sulfato que es reducido (Frank, Paul, 1999); la cantidad exacta de
alcalinidad varia con la estructura del donador de electrones. Un ejemplo de la
reaccion con acetato como donador de electrones muestra esta proporcion 2:1 de
produccion de alcalinidad (Reaccién 1):

CH;€00™ + 502" + HY —— — ——> H,S + HCO; (1)
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Un mol de sulfuro es generado por mol de reduccién de sulfato, y el sulfuro
precipitara los metales pesados con bajo producto de solubilidad del sulfuro de metal
(Reaccion 2):

Me®* + H,§— — — ——> MeS+ 2H™ (2)

donde Me?* simboliza un metal pesado divalente.

Todos los sistemas de reactores microbianos requieren una fuente de carbonoy un
soporte que permita el crecimiento bacteriano, puesto que se han encontrado
relaciones cuantificables entre la actividad de BSR y los parametros fisicos del

soporte (Lyew & Sheppard, 1997).

2.2.1.1. Definicion de bacterias sulfato reductoras
Son las bacterias que tienen la facultad de reducir sulfato, sulfito o tiosulfato de
manera no asimilatoria, utilizdndolos como aceptores de electrones, produciendo

como desecho metabdlico acido sulfhidrico (H,S).

2.2.1.2. Géneros
Actualmente se han reconocido diez géneros de bacterias reductoras de sulfato,
subdivididos en dos grandes grupos fisioldgicos (segun su metabolismo), es decir,

si oxidan o no el acetato como fuente de carbono y energia.
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Tabla 2.1. Bacteria Sulfato Reductoras

GRUPO/GENERO RASGOS FENOTIPICOS SOBRESALIENTES
CAPACIDAD
GRAM | MORFOTIPO | ESPORAS| CRECIMENTO
AUTOTROFICO
GRUPO -1 {Mo Oxidan Acetato)
Desuffovibrio - bacilos - +
CUrvos
Desulfornicrobium - bacilos - -
Desulfobotulus - vibrios - -
Desulfotomaculum - bacilos + -
Archaenglobus * pleomdrfico - -
Desulfobulbus - ovoide - -
Thermodesulfobacteri - bacilos - -
um
GRUPO - Il {Oxidan Acetato)
Desulfobaclter - bacilos - -
Dsulfabacterium - hacilos = +
Desulfococcus - COCos - +
Dseufonema + filamentos - +
Desulfosarcina s COCOS - +
Desulfoarculus - vibrics - -
Fuente: Kolmer et. al (2000)
1. GENEROS DEL GRUPO | Desulfovibrio, Desulfomonas,

Desulfotomaculum, Desulfobulbus: Utilizan fundamentalmente lactato, piruvato,
etanol, o ciertos acidos grasos como fuentes de energia y de carbono, reduciendo el
sulfato a sulfuro de hidrogeno.

2. GENEROS DEL GRUPO II: Desulfobacter, Desulfococcus, Desulfosarcina
y Desulfonema: Estan particularmente especializados en la oxidacion de éacidos

grasos, en particular del acetato, reduciendo el sulfato a sulfuro.

18



2.2.1.3. Caracteristicas
Aunque son morfoldgicamente diversas, las bacterias reductoras de sulfatos se
pueden considerar un grupo unificado fisiol6gicamente, del mismo modo que las

bacterias metanogénicas o fototroficas.

e Las BSR estdn representadas tanto por microorganismos heterétrofos, por
ejemplo Desulfovibrio desulfuricans, como autotrofos, por ejemplo
Desulfobacterium macestii.

e Las BSR también se caracterizan por ser anaerobias obligadas, se deben usar
técnicas anaerdbicas estrictas en su cultivo.

e Las Desulfuromonas difieren de las Campilobacter en que son anaerobios

obligados y utilizan solamente azufre como aceptor de electrones.

2.2.1.4. Habitat
Estas bacterias se encuentran ampliamente distribuidas en ambientes andxicos
tanto acuaticos como terrestres:
o Se encuentran en el nivel subsuperficial de ambientes acuaticos como
sedimentos o aguas profundas que se vuelven andxicas.
o También se encuentran en lodos y sedimentos de plantas industriales
petroliferas.
o En biofilms metélicos de conducciones industriales donde producen
procesos de corrosion.

0 En heces del hombre y animales.
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o En frutas en estado de descomposicion.
o Ocasionalmente en ambientes hipersalinos y termofilos.
2.2.1.5. Fuentes de energia y nutricién

Gottschalk (1986) presentan dos grupos principales de bacterias sulfato-reductoras
(Tabla 2.2). El primer grupo lo comprenden especies cuyo metabolismo implica la
oxidacion incompleta del sustrato organico a acetato, mientras que el segundo grupo
abarca aquellos microorganismos capaces de oxidar completamente la materia
organica excretando dioxido de carbono. En general, las bacterias que realizan la
oxidacion incompleta se caracterizan por ser nutricionalmente menos versatiles que
las especies oxidantes completasy presentar velocidades de crecimiento mas

rapidas.

BSR no oxidantes de acetato: las fuentes de energia que utilizan son el malato,

formiato y alcoholes como metanol, etanol, propanol y butanol, oxidandolos hasta

acetato como producto final y excretan acido graso.

BSR oxidantes de acetato: oxidan lactato, succinato e incluso benzoato para

producir CO,.

20



Tabla 2.2 Clasificacion de las bacterias sulfato-reductoras de acuerdo a su

metabolismo
Clasificacion | Aceptor de Dador de electrones Ejemplo
electrones (forma,ancho/pm,largo/
um
Grupo | Compuestos | Lactato,formato,propionato, | Desulfovibrio
oxidados de | butirato, piruvato, hidrogeno | (vibrio,0.5-0.8, 1.5-2.0)
Oxidantes | azufre molecular. Desulfotomaculum
incompletos, Cadenas largas y cortas de | (varilla, 0.7-1.2, 2-4)
excrecion de acidos grasos, alcoholes, | Desulfomonas pigra
acetato compuestos aromaticos, | (varilla, 0.8-1.3, 1.2-5.0)
hidrogeno molecular
Desulfovibrio thermophilus
(varilla, 0.5, 1.2-2.5)
Desulfolobus
Varilla u évalo, 0.6-1.3, 1.5-2.5
Grupo Il Compuestos | Cadenas ramificadas de | Desulfococcus
oxidados de | &cidos  grasos, acetona, | (esfera, 1.5-3.0)
Oxidantes azufre compuestos fendlicos, | Desulfobacterium
completos, sustratos mencionados para | (varilla u ¢évalo, 0.7-2.0,

excrecion de
CO,

el grupo |

1.5-2.8)

Desulfonema
Filamento, 2.5-8.0, 500-100

Fuente: (Vincke, 2000)

2.2.1.6. Reduccién microbiana de Sulfatos

La reduccion microbiana de sulfatos, es un proceso de reduccién disimilativa que

consiste en la habilidad de un selecto grupo de microorganismos procariotas para

utilizar sulfato como aceptador final en cadenas de transporte de electrones que

generan energia. Dicho grupo lo componen bacterias anaerobias estrictas conocidas

como bacterias reductoras de sulfato. El idn sulfato es utilizado como aceptor de

electrones en la oxidacion de materia organica de bajo peso molecular, generalmente

subproductos de la fermentacion anaerobia (Widdel y Hansen, 1991, Kolmer, 2000),
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al final el sulfuro de hidrégeno resultante se desprende hacia el medio como residuo

del proceso (Gottschalk, 1986).

2.2.2.  Sulfuro de Hidrégeno
Las bacterias reductoras de sulfato son los principales responsables de la
generacion de H,S bajo condiciones anaerobias. El sulfato que llega al hipolimnio y
los sedimentos es reducido por bacterias reductoras de sulfato, las cuales lo
utilizan como aceptador de electrones en la oxidacién de materia organica
(respiracion anaerobia). En algunas zonas costeras, donde se acumulan grandes
cantidades de materia organica, se produce una reduccion intensa del sulfato a
sulfuro de hidrogeno (Postgate, 1965). Estas zonas se tornan virtualmente
inhabitables por causa del olor fétido y del efecto toxico del H,S. Cuando en dichos
ambientes coinciden altas concentraciones de H,S con altas concentraciones del ion
ferroso (Fe,+) se generan grandes cantidades de FeS, el cual es altamente
insoluble. Este ultimo no puede ser utilizado y escapa a la accion bioldgica
posterior. La acumulacién del ion ferroso imparte un color negro brillante y un olor
fétido a los sedimentos. Cuando se produce una deficiencia de hierro en los
sedimentos o cuando las concentraciones de H,S exceden la cantidad necesaria
para precipitar todo el ion ferroso (Fe,+) presente, entonces el H,S podra ser
oxidado por bacterias. En zonas anaerobias de cuerpos de agua dulce
estratificados donde hay buena penetracion de la energia radiante pueden crecer
bacterias fotosintéticas. Estas utilizan H,S como donante de electrones
produciendo granulos de azufre intracelular o extracelular. EI H,S también es

generado a través de procesos de putrefaccion y desulfurilacion de compuestos
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organosulfurados, de igual manera por alguno quimico las emanaciones volcénicas
y los depésitos de gas natural representan fuentes menores del H,S.

El sulfuro de hidrégeno (H,S) es un gas incoloro con un fuerte olor fétido a huevos
podridos. Este gas es extremadamente toxico, particularmente para animales
aerobios. Causa dolor de cabeza y nauseas en humanos en concentraciones > 10
mg/l y puede causar paralisis subita y muerte cuando su concentracion alcanza los
100 mg/l. La forma quimica en que encontramos el H,S en el ambiente  depende

del pH:

Tabla 2.2 Relacién entre pH y estado en que se encuentra el H,S en la

Naturaleza
HoS HS- g2
pH acido pH neutral pH basico
(= 6) =7 (= 8)

Fuente: Visser (1993)

Tanto el HS™, como el S,- son muy solubles en agua, mientras que el H,S es un gas
poco soluble, que escapa a la atmosfera. EI H,S que llega a la atmosfera es oxidado a
oxidos de azufre (SOx). Estos Oxidos al combinarse con agua forman &cido sulfurico

y &cido sulfuroso. (Visser, 1995)
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2.3.  Produccion de sulfuro de hidrégeno quimico.

2.3.1. Generador de Kipp para gases

Una preparacion estandar de H,S es cuando se calienta lentamente un acido fuerte con
el sulfuro de hierro o sulfuro de potasio, en un generador de Kipp(figura2.3). El
aparato de Kipp, también denominado generador de Kipp, es un instrumento usado
para la preparacion de pequefios volumenes de gases. Su hombre viene de su inventor,

Petrus Jacobus Kipp.

Sus usos mas comunes son la preparacion de acido sulfhidrico mediante la reaccion
de &cido sulfarico con sulfuro ferroso, preparacion de didéxido de carbono mediante la
reaccion de acido clorhidrico con carbonato de calcio, y de hidrogeno mediante la

reaccion de &cido clorhidrico con un metal apropiado.

Cuenta con tres salas y cada camara tiene una funcién concreta a realizar. Mientras
que la camara superior tiene un reactivo liquido y la del medio tiene un reactivo
solido, la cAmara inferior se utiliza para recibir el reactivo liquido, como y cuando sea

necesario (Griffin, 1938).

Fig 2.3. Generador de gases de Kipp
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CAPITULO III:

MATERIALES Y METODOS.
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3.1. Produccion de Gas Sulfhidrico Bioldgico

3.1.1. Microorganismos y medios de cultivo.

Se trabajo con una cepa de bacterias sulfato reductoras, aisladas de una fuente
hidrotermal ubicada en el sector agua caliente del distrito minero Portovelo. Estas
bacterias fueron mantenidas en viales con medio lactato B (ver anexo 2) a 30 °C.

El cultivo se lo realiz6 de la siguiente manera:

Primero se fijo la cantidad de medio lactato B que se va a preparar, luego de
autoclavar el medio a 120 °C y 25 psi durante 60 minutos, se afiadid mediante
filtracién de membrana 10 ml (en base a 1 litro de medio) de la solucién reductora
(ver anexo 2), se procedid a controlar el pH este debia estar entre 7 y 7.5 mediante
NaOH al 30%, luego se afiadié 10 ml de una solucion al 5% de FeSO,*7H,0 disuelto
en 0.1 M de H,SO, (previamente filtrada con filtro de poro 0,45 mm), para prevenir
su auto oxidacion. En seguida se coloco en los viales de 10 ml, 9 ml de medio lactato
B y 1 ml de bacteria, se los sell6 con el tapén de goma y la virola metalica,
posteriormente se incuba a 30° C.

3.1.2. Producciéon de Gas Sulfhidrico.

Para la produccion de H,S se tomo un consorcio de BSR cultivadas en medio lactato
B, se lo filtro en papel filtro, luego 10 ml del filtrado se coloca en matraces de 100
ml, adicionanos 90 ml de medio lactato C (ver anexo 2) con sus respectivas
modificaciones en las variaciones de sulfato de sodio y acido lactico, se burbujeo con
nitrégeno para eliminar el oxigeno presente en el medio y finalmente se sello

correctamente para mantener una completa anoxia.
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En esta experiencia se trabajo con tres variaciones en las concentraciones de sulfato
de sodio (30, 40 y 50 mM) como receptor de electrones y tres variaciones en la
concentracion de acido lactico (70, 90 y 110 mM), determinando asi las

concentraciones adecuadas para una mejor produccion de H,S.

3.1.3. Medicion de gas sulfhidrico.

Después de 21 dias, se midio el volumen desprendido de gas sulfhidrico, en una
probeta con agua sostenida en una cuba con agua se hace burbujear el gas producido,
el volumen desplazado en dicha probeta se midié para luego hacer los célculos
respectivos y de esta manera reportar la cantidad producida de gas sulfhidrico

(Chavez G, 2006).

3.1.4. Determinacion de Sulfatos

La concentracion de sulfato fue determinada empleando el método turbidimétrico
descrito por Kolmert et al (2000). En el cual se coloc6 0,5 ml de muestra en un balén
de aforo de 25 ml, se lo afora, se pasa el contenido a un frasco de 50 ml, se adiciona 1
ml de buffer (ver anexo 3), se afiadio aproximadamente 60 mg de cloruro de bario, se
mezclé vigorosamente durante 30 segundos y se leyd en un espectrofotometro helius
épsilon a 450 nm.

3.1.5. Conteo bacteriano.

El conteo del nimero de bacterias se lo realizd por recuento directo. Para esto se
utilizé una camara de Neubauer (Figura 3.1). Esta camara posee una rejilla dividida
en 25 campos grabada en el fondo; cada uno de los campos esta subdividido en una
cuadricula de 16 cuadraditos. Una vez que se ha cargado la camara con la muestra (un
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cubreobjetos hace de tope superior). Se usd el microscopio Optico olympus para
contar las bacterias en diagonal. Se puede calcular el niUmero de microorganismos en
una muestra, a partir del volumen de la cdmara y las diluciones de la muestra que

sean necesarias. La ecuacion a utilizar para esta determinacion es:

bacterias # bacteriasx4x10°xfd

mlL 20

Figura 3.1. Camara de Neubauer

3.2. Produccion Quimica de Gas Sulfhidrico.

Mediante el calculo de las relaciones cuantitativas entre reactivos y productos, se
utilizo el principio del generador de gases de Kipp (Mascarefias, 1904), se determino
los pesos de K,S y FeS, (pirita) que reaccionan con HCI para la produccion de gas

sulfhidrico, de acuerdo a las siguientes reacciones:

KzS + 2 HCl — H,S + 2KCl

FeS, + HCI — H,S +FeCl,
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Se realizaron 3 repeticiones, con 3 concentraciones diferentes de K,S y FeS; (30, 40,

50 mM) respectivamente, los ensayos realizan en matraces de 50 ml, se colocan los

reactivos y se agita para ponerlos en contacto, la reaccion produce gas sulfhidrico,

el cual es recogido en una probeta con agua sostenida en una cuba con agua, se mide

el volumen y se hace los calculos respectivos.

3.3. Disefio experimental y variables de estudio.

El disefio a utilizar es el factorial.

e Produccidn 6ptima de gas sulfhidrico biolégico.

e  Produccién quimica de gas sulfhidrico.

3.3.1. Produccion 6ptima de gas sulfhidrico bioldgico.

Variables Independientes:

- Concentraciones de sulfato de sodio (30, 40, 50 mM).

- Concentraciones de &cido lactico (70, 90, 110 mM).

Variable dependiente:

- Produccién de H5S.

Valores constantes:

_pH

- Medio lactato C
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- Concentracion de inoculo (10 %)
- Temperatura 30 °C
- Tiempo 21 dias.

Nomenclatura:

A =SRB

C1= concentracién sulfato de sodio 30 mM.

C2 = concentracion sulfato de sodio 40 mM.

C3 = concentracion sulfato de sodio 50 mM.

L1= concentracién &cido lactico 70 mM.

L2= concentracion acido lactico 90 mM.

L3= concentracion acido lactico 110mM.

R = repeticiones (3)

Experimentos: A* C (1, 2, 3) *L(1,2,3)* R (1, 2, 3) + control = 3*3*3 + control =

27 + controles.

3.3.2.  Produccion quimica de gas sulfhidrico.

Sulfuro de Hierro (pirita) :

Variables Independientes:

- Concentraciones de sulfuro de hierro (30, 40, 50 mM)
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- Concentraciones de acido clorhidrico (70, 90, 110 mM)

Variable dependiente:

- Produccién de H5S.

Valores constantes:

- Temperatura

Nomenclatura:

SS1= sulfuro de hierro 30 mM.

SS2= sulfuro de hierro 40 mM.

SS3=sulfuro de hierro 50 mM.

AC1=4cido clorhidrico 70 mM

AC2= acido clorhidrico 90 mM

AC3= 4cido clorhidrico 110 mM.

R= Repeticiones (3)

Experimentos: SS(1, 2 ,3)*AC(1, 2, 3)*R(1, 2, 3)=3*3*3=27

Sulfuro de Potasio:

Variables Independientes:

- Concentraciones de sulfuro de potasio (30, 40, 50 mM)
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- Concentraciones de &cido clorhidrico (70, 90, 110 mM)

Variable dependiente:

- Produccién de H5S.

Valores constantes:

- Temperatura.

Nomenclatura:

SP1= sulfuro de potasio 30 mM

SP2= sulfuro de potasio 40 mM

SP3= sulfuro de potasio 50 mM

AC1=4cido clorhidrico 70 mM

AC2= acido clorhidrico 90 mM

AC3= 4cido clorhidrico 110 mM

R= Repeticiones (3)

Experimentos: SP(1, 2, 3)*AC(1, 2, 3)*R(1, 2, 3)=3*3*3=27.

3.4. Analisis Estadistico.
Para el analisis estadistico se utilizd el programa XLSTAT version 7.5 vy se

realizando las pruebas de Tukey y Duncan con un intervalo de confianza del 95%.
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CAPITULO IV:

RESULTADOS Y DISCUSION.
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4. RESULTADO Y DISCUSION

4.1. ANALISIS ESTADISTICOS

Conociendo la produccion biolégica de gas sulfhidrico se sometieron los datos a un
analisis estadistico, para las variables: concentracion de sulfato y concentracion acido
lactico, evaluando los resultados mediante el programa estadistico XLSTAT version
7.5, realizando las pruebas de Duncan y Tukey con un intervalo de confianza del

95%.

4.2. DISCUSION DE RESULTADOS.

4.2.1. Produccion Bioldgica de Gas Sulfhidrico

Gréfico de interaccidn para los factores
Concentracién sulfato de sodio (mM) y
Concentracién Acido lactico (mM)

40

35

EE —®— Concentracion

5 Acido lactico
{mm)-70

20

15 —8— Concentracidn
0 - Acido lactico
{mi}-90

PRODUCCION DEH2S [ml)

i T i —@— Concentracion
Acido lactico
{mi)-110

30 40 50

Concentracion sulfato de sodio {mM)

Grafico 1. Interaccion para los factores concentracion sulfato, concentracién acido

lactico y produccion de gas sulfhidrico.
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Gréfica 2. Superficie de Respuesta de la produccion de sulfuro de hidrégeno a traves de las

variaciones de acido lactico y sulfato de sodio.

Categorias Media Agrupamientos
110 mM Acido Lactico 36,333 A
90 mM Acido Lactico 25,000 B
70 mM Acido Lactico 15,667 C

Tabla 4.1. Analisis de las diferencias entre las categorias de concentracion de acido lactico

con un intervalo de confianza de 95 % para 30 mM de sulfato de sodio.

Categorias Media Agrupamientos

110 mM Acido Lactico 31,000 A

90 mM Acido Lactico 15,000 B

70 mM Acido Lactico 11,000 C

Tabla 4.2. Analisis de las diferencias entre las categorias de concentracion de acido lactico

con un intervalo de confianza de 95 % para 40 mM de sulfato de sodio.
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Categorias Media Agrupamientos

110 mM Acido Lactico 9,000 A
90 mM Acido Léctico 6,333 A B
70 mM Acido Lactico 2,667 B

Tabla 4.3. Analisis de las diferencias entre las categorias de concentracion de acido lactico

con un intervalo de confianza de 95 % para 50 mM de sulfato de sodio

De acuerdo al analisis estadistico, la tabla 4.1. para la concentracion 30 mM de
sulfato de sodio nos muestra una diferencia significativa en la produccién de gas
sulfhidrico al variar la concentracion de acido lactico; en la tabla 4.2. para la
concentracion de 40 mM de sulfato de sodio nos muestra una diferencia significativa
en la produccion de gas sulfhidrico al variar la concentracion de acido lactico; y en la
tabla 4.3. para la concentracion de 50 mM de sulfato de sodio nos muestra que no hay
una diferencia significativa en la produccién de gas sulfhidrico al variar la
concentracion de acido lactico, la mejor produccion de gas sulfhidrico 36,33 ml, se
encuentra en las concentraciones de 30 mM de sulfato de sodio y 110 mM de &cido
lactico; las graficas 1 y 2 nos muestra la interaccion entre los factores concentracion
de sulfato, concentracion de acido lactico y produccion de gas sulfhidrico, se puede
apreciar en la grafica 1 que las variaciones de concentracion de acido lactico y
concentracion de sulfato inciden en la produccion de gas sulfhidrico lo que se puede
corroborar de acuerdo a la bibliografia(Vicente M.S. 2006, Alvarez T, 2005); en la
grafica 2 existe una tendencia que a mayor concentracion de acido lactico y
concentraciones medias y bajas de sulfatos existe una produccion adecuada de gas

sulfhidrico, debido a que en dichas concentraciones se produce el punto de equilibrio
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estequiométrico, esto lo corroboramos con los trabajos realizados por (Alvarez M.T,

Pozzo T, Mattiasson Bo, 2006).

Con estos resultados se puede deducir que las variaciones de concentracion de sulfato

y concentracion acido lactico tienen un gran efecto en la produccién biolégica de gas

sulfhidrico. Por lo que la hipotesis H.1 es aceptada.

4.2.2. Reduccion de Sulfatos

Categorias Media Agrupamientos

Concentracion sulfato de sodio (mM)-30*Concentracién Acido lactico (mM)-110 90,756

Concentracion sulfato de sodio (mM)-40*Concentracién Acido lactico (mM)-110 85,566

Concentracion sulfato de sodio (mM)-30*Concentracién Acido lactico (mM)-90 83,520

Concentracion sulfato de sodio (mM)-30*Concentracién Acido lactico (mM)-70 65,274 B
Concentracidn sulfato de sodio (mM)-40*Concentracidn Acido lactico (mM)-90 41,649 C
Concentracion sulfato de sodio (mM)-40*Concentracidn Acido lactico (mM)-70 36,283 C
Concentracion sulfato de sodio (mM)-50*Concentracién Acido lactico (mM)-110 16,479

Concentracion sulfato de sodio (mM)-50*Concentracién Acido lactico (mM)-90 10,580

Concentracidn sulfato de sodio (mM)-50*Concentracién Acido lactico (mM)-70 8,834

Tabla 4.4. Andlisis de la reduccidn de sulfatos, para las diferentes concentraciones de

Sulfato de sodio (30, 40, 50 mM) y concentraciones de Acido L4ctico (70, 90, 110 mM) con

un intervalo de confianza del 95%
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Gréfica 3. Superficie de Respuesta de la reduccion de sulfatos a traves de las variaciones

de acido lactico y sulfato de sodio

La grafica 3 nos muestra la interaccion entre las concentraciones de sulfato de sodio y

acido lactico en funcién de la reduccion de sulfatos, en la cual se puede observar una

misma tendencia que la produccion de gas sulfhidrico, es decir que la mayor

reduccion de sulfatos se da en las mismas concentraciones en las que se tiene la

mayor produccion de gas sulfhidrico; 30 mM de sulfato de sodio y 110 mM de &cido

lactico, esta misma tendencia se lo puede corrobarar en el trabajo realizado por

(Chavez G,

2006).
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4.2.3. Conteo Bacteriano

Grafico de interaccién para los factores Diay
Concentracién sulfato

7000000
6500000
6000000
5500000
5000000 —&— Concentracién
4500000 sulfato-30

4000000
3500000

batfml

—&— Concentracién

sulfato-40
3000000
2500000 —@— Concentracién
2000000 - . . . . sulfato-50

Dia

Grafica 4. Conteo bacteriano variando las concentraciones de sulfato de sodio

Grafico de interaccién para los factores Diay
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Grafica 5. Conteo bacteriano mediante la reduccién de 30 mM de Sulfato de sodio

variando las concentraciones de acido lactico

La grafica 4 nos muestra la interaccion entre los factores concentracion de sulfato de
sodio, dias y cantidad de bac/ml, donde se puede ver claramente que el mayor nimero
de bacterias se dio con la concentracion de 30 mM de sulfato de sodio, la misma
concentracion en la que se obtuvo la mayor produccion de gas sulfhidrico y la mayor

reduccion de sulfatos. La grafica 5 nos muestran la cantidad de bacteria/ml que se
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producen con una concentracion de 30 mM de sulfato de sodio, variando las tres
concentraciones de acido lactico (70, 90, 110 mM), se puede ver claramente que
existe un mayor nimero de bacterias con la concentracion de 110 mM de &cido
lactico, con esta concentracion se obtuvo la mayor produccion de gas sulfhidrico y la
mayor reduccion de sulfatos, de todo lo expuesto anteriormente podriamos decir que
a mayor cantidad de bacterias/ml existe una mayor reduccion de sulfatos y por ende
una mayor produccién de gas sulfhidrico (Vicente M, 2006) de la misma manera, en
el caso de la poblacion bacteriana en suspension se observa un incremento constante
de tipo exponencial hasta los 12 dias a partir de los cuales se alcanza una meseta y un
posterior decrecimiento que puede atribuirse a la lisis bacteriana, manteniéndose una
tendencia mayor de biomasa hasta los 21 dias con respecto a los demas ensayos; cabe
indicar que el periodo de tiempo de los 12 a los 21 dias es donde el metabolismo

bacteriano llega a la mayor produccién de gas sulfhidrico (Vicente M, 2006).
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4.2.4. Produccién Quimica con K,Sy FeS; (pirita)
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Gréfica 6. Superficie de respuesta de la produccion de sulfuro de hidrégeno a

través de diferentes concentraciones de Acido clorhidrico y de sulfuro de Potasio.

(Jw) SZH NIWNTOA

la produccion de sulfuro de hidrogeno a traveés de las

Grafica 7. Superficie de respuesta de

diferentes concentraciones de Acido Clorhidrico y sulfuro de hierro.
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Gréfica 8. Produccion quimica de gas sulfhidrico con K,S y FeS, (pirita).

La grafica 6 nos muestra la produccion de sulfuro de hidrogeno, con las variaciones
en las concentraciones de sulfuro de potasio (30, 40 y 50 mM) y variaciones de la
concentracion de acido clorhidrico (70, 90 y 110 mM), la mayor produccién de gas

sulfhidrico 33,3 ml se dio con las concentraciones 50 mM de K,S, y 90 mM de HCI.

En la grafica 7 nos muestra la produccion de sulfuro de hidrégeno, con las
variaciones de concentracion de sulfuro de hierro (pirita) (30, 40 y 50 mM) y
variaciones de la concentracion de acido clorhidrico (70, 90 y 110 mM), donde la
mayor produccion de 7,83 ml se dio con las concentraciones de 40 mM de FeS; y

110 mM de HCI.

La grafica 8 nos muestra una comparacion entre la la produccion quimica de gas
sulfhidrico con K,Sy FeS,, donde se puede observar que producir gas sulfhidrico

con K,S resulta mas eficiente en terminos de volumen que la produccion con FeS;
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esto podria atribuirse a la reactividad de los elementos de la tabla periodica la misma
gue aumenta al avanzar en un grupo y aumenta cuanto mas a la izquierda este en el
periodo, donde metales como el zinc e hierro son disueltos lentamente por los &cidos.
El magnesio es atacado rapidamente por los acidos. El sodio y el potasio, son tan
reactivos que incluso el agua los ataca; ademas el residuo que genera la reaccion
quimica del acido clorhidrico con sulfuro de potasio es el cloruro de potasio, este
tiene una importante aplicacion como fertilizante de suelos de acuerdo a la
bibliografia citada (Jhonson, 2006; Beavon, 1978), Por lo tanto la hipdtesis H.2. es

aceptada.

4.2.5. Comparacion en términos de costos y eficiencia de la produccidn bioldgica

y quimica de gas sulfhidrico.

4.2.5.1. Eficiencia en la produccion.

36,5 -
36 -
35,5 -
35 -
34,5 -
34 -
335 -
33 -
32,5 A
32 A
31,5

B Método quimico

B Método hiologico

Volumen {ml)

Gréfica 9. Relacion produccion de gas sulfhidrico (volumen) y método de
produccion aplicado.
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4.2.5.2. Costos

B Método Quimico

B Método Bioldgico

Costo de produccidn ($)

0,05 A

0,00

Gréfica 10. Relacidn costos de produccion de H,S y método de produccion
aplicada.
La gréfica 9 nos muestra la produccion de gas sulfhidrico en términos de eficiencia
respecto al método aplicado donde se puede ver claramente, que por el método
bioldgico se obtiene una produccion de 36,33 ml, respecto al método quimico donde

se obtiene 33,3 ml.

La grafica 10 nos muestra la produccion de gas sulfhidrico en términos de costos,
para producir 33,3 ml de gas sulfhidrico por el método quimico tiene un costo
estimado de 0,22 USD, y para producir 36,33 ml de gas sulfhidrico por el método

bioldgico tiene un costo estimado de 0,18 USD.

Producir Sulfuro biogénico con algunas modificaciones en el medio de cultivo es
ligeramente superior que el sulfuro producido por el método quimico con K,S
(Esposito, 2006); es evidente la eficiencia de producir gas sulfhidrico por métodos

bioldgicos cuando se trata de la manipulacion y el almacenamiento en zonas remotas
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(Alvarez M, 2005), con lo referente al costo de producir gas sulfhidrico, por el
método bioldgico resulta ser menos costoso que el método quimico (Catalogo
Merck 2010); por lo que podriamos decir de todo lo mencionado que la hipotesis

H.3. es aceptada.
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CAPITULO V:

CONCLUSIONES

Y

RECOMENDACIONES.
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5.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones:

1. El Medio Lactato C fue modificado con variaciones en las concentraciones

de &cido lactico y sulfato de sodio para determinar la mejor produccién de
H,S medida, con las concentraciones de 30 mM de sulfatos y 110 mM de

acido lactico, se obtuvo una produccion de gas sulfhidrico de 36,33 ml.

. La mayor reduccién de sulfatos medidos fue de 90,756 ppm con las

concentraciones de 30 mM de sulfato de sodio y 110 mM de acido lactico, lo

que corrobora la mejor produccion de sulfuro de hidrégeno.

. El mayor crecimiento bacteriano se dio a 30 mM de sulfato de sodio y 110

mM de acido lactico, a los 12 dias fue de 7800000 bac/ml, manteniéndose en
la lisis bacteriana una tendencia mayor de biomasa con respecto a los otros

€ensayos.

. La mejor produccion de gas sulfhidrico por el método quimico se dio con el

sulfuro de potasio que fue de 33,3 ml con las concentraciones de 50 mM de

K>S y 90 mM de acido clorhidrico.

. La mejor produccion de gas sulfhidrico fue 36,33 ml por el método

bioldgico con respecto a la produccion por el método quimico que fue de

33,3 ml.

. El costo de 1 ml de gas sulfhidrico producido por el método bioldgico es

de 0,005 USD, y 1 ml de gas sulfhidrico por el método quimico tiene un
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coste de 0,0066 USD, por tanto la produccion bioldgica es menos costosa en

las condiciones en las que se trabajo en el laboratorio.
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5.2 Recomendaciones.

» Se debe mantener las condiciones 6ptimas de temperatura (30 °C), pH (6,8 — 7, 5)
y completa anoxia, debido a que las SRB son susceptibles a variaciones de

temperatura y pH.

» Se deberia caracterizar las BSR, para tener una clasificacion del tipo de bacterias
que se encuentran en el laboratorio y analizar sus comportamientos frente a estas

variaciones en el medio de crecimiento.

> Se deberia realizar mas investigaciones sobre fuentes de carbono naturales que
puedan reemplazar al &cido lactico para mejorar la produccién y reducir costos,

por ejemplo estiércol de vaca, oveja , paja, etc...

> Se podria optimizar el sistema de recoleccion de gas sulfhidrico, mediante el uso
de una bolsa recolectora, para posteriormente bombear este gas directamente a un

efluente contaminado por metales pesados e inmovilizarlos.
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ANEXO 1: GLOSARIO

Anoxia. - Total ausencia de oxigeno.

Acido lactico. — Conocido también como lactato (del lat. lac, lactis, leche), también
conocido por su nomenclatura oficial &cido 2-hidroxi-propanoico o acido a-hidroxi-
propanoico, es un compuesto quimico que juega importantes roles en diversos

procesos bioquimicos, como la fermentacion lactica.

Biorremediacion. - Se define como biorremediacion a cualquier proceso que utilice
microorganismos, hongos, plantas o las enzimas derivadas de ellos para retornar un

medio ambiente alterado por contaminantes a su condicion natural.

Gas sulfhidrico. - El acido sulfhidrico o sulfuro de hidrégeno (IUPAC) es un &cido
inorganico de formula H,S. Este gas, mas pesado que el aire, es inflamable, incoloro,
toxico y su olor es el de la materia organica en descomposicion, como los huevos

podridos.

Mili molaridad (mM) . — Numero de milimoles de soluto en 1000 ml (1 litro) de

solucién.

Pirita. - La pirita es un mineral del grupo de los sulfuros cuya férmula quimica es
FeS,. Tiene un 53,4% de azufre y un 46,4% de hierro. Frecuentemente macizo,
granular fino, algunas veces subfibroso radiado; reniforme, globular, estalactitico.
También llamada "el oro de los tontos” o el "oro falso™ por su parecido a este metal.

Insoluble en agua, y magnética por calentamiento. Su nombre deriva de la raiz griega

pyr (fuego).
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Sulfato de Sodio . - El sulfato de sodio o sulfato sodico (Na,;SO,) es una sustancia
incolora, cristalina con buena solubilidad en el agua y mala solubilidad en la mayoria

de los disolventes organicos con excepcion de la glicerina.
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ANEXO 2: PREPARACION DE MEDIOS

Medio lactato B

Compuesto Cantidad
Solucion al 50 % de lactato de sodio 55ml
CaSO,4 10qr
NH,CI 1,09r
KH2PO, 0,5gr
MgSO,*7H,0 2,0 gr
Extracto de levadura 1,09r
Estos pesos estan en funciéon a un litro.
Medio Lactato C
Compuesto Cantidad
Na,SO4 45¢
Acido lactico 5,5 ml
CaCl, *2H,0 0,06 g
Citrato de Sodio 03¢
NH,CI 1g
KH,;PO, 059
MgSO,*7H,0 24
Extracto de levadura 19

Estos pesos estan en funcién a un litro
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ANEXO 3: PREPARACION DE REACTIVOS

Solucién reductora

Compuesto Cantidad
Acido ascorbico 0,1gr
Tioglicolato de sodio 0,19r
Agua destilada 10 ml

Estos pesos estan en funcién a un litro

Buffer para sulfatos

Compuesto Cantidad
Agua destilada 45 ml
HCI concentrado 4,5 ml
Etanol de 96 grados 15 ml
Glicerina 7,5 ml
NaCl 11,25 gr
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ANEXO 4: GRAFICOS

Graf 1. Aislamiento y

; Graf 2. Cultivo y crecimiento de las
crecimiento de BRS en el y

SRB en el medio lactato C, con sus
respectivas modificaciones y
produccion de H,S

Graf 3. Medicion del volumen de Graf 4. Espectrofotometro
gas sulfhidrico desprendido UV- VISIBLE
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ANEXO 5: PRODUCCION BIOLOGICA DE GAS SULFHIDRICO

DATOS DE PRODUCCION DE GAS SULFHIDRICO CON VARIACIONES
EN LAS CONCENTRACIONES DE ACIDO LACTICO Y SULFATO DE

SODIO

a =30 mM sulfato de sodio b o =70 mM &cido lactico

a1= 40 mM sulfato de sodio b 1=90 mM é&cido lactico

a ,= 50 mM sulfato de sodio b ;=110 mM 4&cido lactico

Variable Produccion de gas sulfhidrico (ml) Promedio (ml)

aobo 16 15 16 15,66
aogb 24 26 25 25
aob, 37 36 36 36,33
a;bo 11 10 12 11
a;b, 15 16 14 15
aibs 31 30 32 31
arbo 3 3 2 2,66
azb; 8 2 9 6,33
azb, 8 9 10 9
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DATOS DE LA REDUCCION DE SULFATOS CON VARIACIONES EN LA
CONCENTRACIONES DE ACIDO LACTICO Y SULFATO DE SODIO.

Variable Reduccion de sulfatos (mM) Promedio
aobo 62,3 69,84 63,68 65,27
aobi 80,49 83,21 86,85 83,62
aob 95,07 86,83 95,07 90,76
aibo 31,56 38,12 39,16 36,28
aib; 40,26 39,69 44,98 41,65
aib; 88,30 84,25 84,14 85,57
azbo 9,67 10,54 6,29 8,83
azbi 10,43 4.8 16,25 10,58
azb, 13,23 13,57 22,63 16,48
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CONTEO BACTERIANO VARIANDO LAS CONCENTRACIONES DE

DATOS DE CONTEO BACTERIANO

SULFATO SODIO

DIA Variable Bacteria/ml x(10e+6)
0 ao 3,6
0 ai 2,7
0 a, 33
4 ao 3,5
4 a1 3,8
4 a- 4.0
8 ao 4,7
8 ai 53
8 a, 4,0
12 ao 6,8
12 ai 5,6
12 ar 4,5
16 ao 5,8
16 ai 5,0
16 a, 4,5
21 ao 49
21 a 5,1
21 a- 4,2
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CONTEO BACTERIANO MEDIANTE LA REDUCCION DE 30 mM DE

SULFATO VARIANDO LAS CONCENTRACIONES DE ACIDO LACTICO

DIA Variable Bacteria/ml x(10e+6)
0 aogbo 3,8
0 aogb: 3,8
0 aoghb, 3,2
4 aobo 4.0
4 aogb; 2,0
4 aohb, 4,4
8 aobo 4,0
8 aogbi 4,0
8 aoghbs 6,0
12 aobo 6,2
12 aoghi 6,4
12 aoh, 7,8
16 aobo 5,6
16 aob, 5,8
16 aob, 6,0
21 aogbo 5,0
21 aoghi 4,4
21 aogb, 5,4
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CONTEO BACTERIANO MEDIANTE LA REDUCCION DE 40 mM DE

SULFATO VARIANDO LAS CONCENTRACIONES DE ACIDO LACTICO

DIA Variable Bacteria/ml x (10e6)
0 aibo 2,2
0 aib; 2,4
0 aibs 2,6
4 aibg 2,6
4 aib 4,0
4 aib, 4.8
8 aibo 4,6
8 aib; 5,6
8 aib 5,6
12 aibo 4,8
12 aib; 5,8
12 aib, 6,2
16 aibo 5,8
16 aib; 4,0
16 aib, 5,2
21 aibo 5,4
21 aib; 5,2
21 aibs 4,8
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CONTEO BACTERIANO MEDIANTE LA REDUCCION DE 50 mM DE
SULFATOS VARIANDO LAS CONCENTRACIONES DE ACIDO LACTICO

DIA Variable Bacteria/ml x (10e6)
0 a-bo 3.8
0 a-b; 3.4
0 asb, 4.0
4 asby 4,0
4 ansb; 4,2
4 a-b, 4.8
8 azbo 4,4
8 axb; 3,8
8 azb, 4,0
12 azbo 3,8
12 azb; 5,4
12 azb, 4,4
16 azbo 5,6
16 azb; 3,0
16 azb, 5,0
21 azbo 5,0
21 azb; 3,8
21 azb, 3,8




ANEXO 5: PRODUCCION QUIMICA DE GAS SULFHIDRICO
DATOS DE PRODUCCION QUIMICA DE GAS SULFHIDRICO CON K,S

Co=30mM KsS d =70 mM HCI

c1= 40 mM K,S d; =90 mM HCI

€ 2= 50 mM K,S d,=110 mM HCI

Variable Produccion de gas sulfhidrico (ml) Promedio

Codo 23 22 22 22,3
Cod; 22 23 23 22,6
Cod>y 22 23 22 22,3
c1do 28 28 29 28,3
c1d; 31 29 30 30
cid; 27 29 27 27,3
cod 32 33 33 32,7
cod 33 33 34 333
cod 32 32 33 32,3
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DATOS DE PRODUCCION QUIMICA DE GAS SULFHIDRICO CON FeS;

eo=30mM FeS,

e;= 40 mM FeS,

e,= 50 mM FeS,

(PIRITA)

do=70 mM HCI
d;=90 mM HCI

d,=110 mM HCI

Variable Produccion de gas sulfhidrico (ml) Promedio
eodo 5 5,5 5) 5,2
eod 6 6 6,5 6,2
eod; 6,5 6,5 7 6,7
e;dy 7 6,5 6,5 6,7
e;d; 7,5 7,5 7 7,3
e1d; 7,5 7,5 8 7,83
exdo 55 6 6 58
erd; 7 6,5 6,5 6,7
eod; 7,5 7,5 7 7,3
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ANEXO 6: GRAFICAS DE CONTEO BATERIANO

Grafico de interaccién para los factores Diay
AL
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Grafica 1. Conteo bacteriano mediante la reducciéon de 40 mM de Sulfato de sodio

variando las concentraciones de acido lactico.
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Grafica 2. Conteo bacteriano mediante la reducciéon de 50 mM de sulfato de sodio

variando las concentraciones de acido lactico.
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