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GLOSARIO.

Acido sulfarico. Es un compuesto inestable, de olor desagradable; incoloro,
altamente toxico que reacciona con el oxigeno para producir agua y SO; 6 S libre,
dependiendo de la cantidad de oxigeno empleado. Por medio de la oxidacion este
puede presentar dos reacciones dando en una como producto al azufre elemental

y en la otra a sulfatos.

ST s
S§7 - 80,

Biocatalizador. Se denomina biocatalizador a los diferentes microorganismos o a
sus enzimas que pueden llevar a cabo una reacciéon enzimatica de conversion de
un substrato de interés. El término es empleado para diferenciarlo de un
catalizador quimico.

Biomasa. Cantidad de materia viviente dentro de un area determinada.
Bioreactor. Es un sistema en el cual se efectta una conversiéon biologica,
reacciones en las cuales intervienen enzimas, microorganismos y células de
animaies o vegetales.

Cargas de iones tiosulfato y sulfato (QS,0s%) (QS04%). Es la cantidad de ion
presente en el sistema tanto a la entrada como a la salida del mismo en un litro
por dia [g/Ld].

Oxidacién biolégica. Cantidad de oxigeno consumido por un sistema de medio
mineral con una determinada cantidad de biomasa y con variaciones de

concentracion de tiosulfato o sulfuro.

viii



Oxidacién quimica. Es la cantidad de oxigeno consumido por un sistema de
medio mineral con variaciones de concentracién de tiosulfato o sulfuro.

Proteina. Cantidad de biomasa presente en un sistema con unidades de [mg/L-d]
donde mg es miligramo, L es litro y d es dia.

Relaciéon molar (Rn). Es la relacion que se presenta en un sistema con
recirculacion de la entrada de oxigeno proveniente del tanque de aireacién con la
entrada de i6n tiosulfato proveniente del medio mineral de la alimentacion
representado por (0,/S;05).

Tasa de dilucion (D). Es la velocidad con la que el medio mineral de la
alimentacion entra al sistema sustituyendo al medio mineral con biomasa que se
encuentra en el sistema con unidades de [d].

Tiosulfato $,0;2 Es un anién que se prepara mediante la reaccion del azufre con

sulfitos en solucion acuosa. Es estable a temperatura ambiente, no es toxico.



RESUMEN.

En la industria muchos procesos forman sulfuros como efluente de desecho como
en el endulzamiento del gas natural, generando contaminaciéon ambiental. A través
del empleo de bioreactores se puede dar tratamiento a este efluente produciendo
un compuesto que no sea contaminante y mas estable en el medio ambiente.

En el presente trabajo se empleo como compuesto de estudio el tiosulfato de
sodio por su facil manipulacién en el laboratorio y ya que por pruebas de
respirometria en condiciones de pH 10 y en presencia de microorganismos este
compuesto mostré consumo de oxigeno presentando oxidacién del tiosulfato, por
estas mismas pruebas se mostré que el sulfuro es inestable en presencia de
oxigeno.

Se emplearon tres bioreactores de distintas caracteristicas como sistemas
sulfoxidantes. Uno fue un tanque con agitacion que oper6 a condiciones de alta
alcalinidad y 30 °C con el cual se obtuvo una eficiencia del 97.7 % de conversién a
sulfato teniendo la mayor carga de sulfato de 6.7 g/lLd aD = 1 d™' Se encontré una
velocidad maxima de crecimiento cercana a 0.054 h™.

Los otros dos sistemas son bioreactores con recirculacion que operaron en
condiciones de alta alcalinidad y temperatura ambiente en los cuales en el primer
sistema se obtuvo una eficiencia de oxidacion del 100 % a una tasa de dilucién de
0.9d”" y una Ry de 2 presentando una oxidacion completa a sulfato teniendo una
QS0.* de 6.12 g/Ld. En este sistema no hubo sedimentacién de azufre pero
presentd azufre en suspensién por lo que se encontré una maxima cantidad de
1.35 g/L de azufre junto con 90 mg/L de biomasa a una tasa de dilucién de 0.6 d’
y una Ry de 0.2. Con el segundo sistema con recirculacion se obtuvo una
eficiencia de 92 % de conversion a SO4* a una tasa de dilucion de 0.7 d” y una
Rmt de 2 presentando una QS0,* de 4.76 g/Ld. En este sistema se presento
azufre elemental tanto en sedimentaciébn como en suspensién a una tasa de
dilucién de 1.2 d”' y una Ry de 0.2 teniendo una cantidad de 2.44 g/L de azufre
elemental y 125 mg/L de biomasa. '

Para ambos sistemas con recirculacion se considero el potencial redox como
variable de medicién corroborando la similitud de los potenciales experimentales
con el una reaccion tedrica, obteniendo de esta forma valores experimentales de -
0.3112 V y de -0.2647 V respectivamente donde el primero es el que presenta una
mayor aproximacion con el valor teérico de -0.356 V.

Por ultimo se estudié el efecto del 2-metilaminoetanol en uno de los sistemas
resultando ser toxico para el biocatalizador, provocando un lavado del sistema aun
a bajas concentraciones 10 mM.
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1. INTRODUCCION

En algunos procesos industriales se obtienen como productos secundarios o
productos no deseados compuestos reducidos de azufre especialmente sulfuros
los cuales por sus caracteristicas toxicas y corrosivas son compuestos altamente
dafinos al medio ambiente, uno de estos procesos es el endulzamiento de gas
natural.

El proceso comercial de endulzamiento de gas natural consta de dos etapas: una
de absorcion del acido sulfirico y otra de regeneracién de la solucién de
absorcién. Para la etapa de absorcion se utilizan soluciones de carbonatos o bien
de aminas. En la etapa de regeneracion el acido sulfurico se reabsorbe por calor.
Estos procesos se desarrollaron con la finalidad de eliminar el H.S del gas amargo
del cual forma parte como se ve en la Tabla 1, el cual es considerado un
compuesto indeseable en el proceso debido a sus propiedades corrosivas. De
este modo, para la comercializacion del gas natural la norma describe una
concentracion igual o menor a 4 ppm. 1 '®

Tabla 1. Composicion del gas amargo, en la plataforma de Cantarell (IMP).

COMPOSICION % MOL
Nitrogeno 3.96
Bioxido de Carbono 3.05
Acido sulftirico 2.39
Metano 65.04
Etano 14.8
Propano 6.91
i-Butano 0.72
n-Butano 1.97
i-Pentano 0.4
n-Pentano 0.52
n-Hexano 0.24

En este trabajo se pretende desarrollar un proceso alternativo en la etapa de



regeneracion de la solucion de absorcion. Para ello se pretende estudiar la
oxidacion de compuestos reducidos del azufre utilizando catalizadores biolégicos
(microorganismos) en soluciones de carbonatos y en condiciones de alta
alcalinidad.

De esta forma una primera etapa del trabajo consiste en estudiar la oxidacion
quimica de los compuestos reducidos del azufre tales como tiosulfato y acido
sulfurico, que permitiran determinar los parametros cinéticos de la reaccion y su
comparacién con la oxidacion mediante el uso de biocatalizadores
(microorganismos). Una segunda parte del proyecto consiste en implementar y
operar sistemas en condiciones de alta alcalinidad con el fin de evaluar la
factibilidad de oxidar los compuestos de azufre referidos utilizando

biocatalizadores.

1.1. CICLO DEL AZUFRE

El ciclo del azufre es un proceso que se lleva a cabo en el medio ambiente donde
por medio de una serie de reacciones secuenciales sufren transformaciones los
atomos de azufre con distintos estados de oxidacion de un rango de -2 a +6.
Dentro del ciclo del azufre se llevan a cabo una serie de reacciones que modifican
el estado fisico y quimico del azufre, muchas de estas reacciones se realizan por
la presencia de microorganismos los cuales tienen la capacidad de reducir y oxidar
los compuestos de azufre y formar asi el ciclo del azufre. Las reacciones
transformantes representan un flujo continuo que contiene compuestos de azufre
dentro de los compartimientos de la tierra (suelo, agua, aire y biomasa). [20]

El azufre es uno de los compuestos mas abundantes tanto en la atmosfera como



en la corteza terrestre. Se encuentra presente en varios de los componentes
ambientales de la tierra (Tabla 2). En el compartimiento de la litosfera se
encuentra aproximadamente un 95% de este elemento. -Los océanos (hidrosfera)
de la tierra contienen aproximadamente un 5% del azufre total. El sulfato es el
segundo anion abundante en el agua de mar. Los otros componentes en las
cuales se encuentra el azufre abarcan <0.001% del azufre restante.

Tabla 2. Cantidad de azufre en distintos componentes de la tierra. *”

COMPONENTE CANTIDAD DE AZUFRE (kg)
Atmosfera 4.8 x10°
Litosfera 24 x10"
Hidrosfera

Mar 1.3x10'"®

Agua dulce 3.0x 10%

Organismos marinos 2.4x10"
Pedosfera

Suelo 26x10"

Materia orgénica del suelo 1.0x 10"
Biosfera 8.0x 10

Dentro del marco global biogeoquimico del ciclo del azufre (Figura 1), este tiene
transformaciones de acuerdo a su estado de oxidacion y a su estado fisico (gas,
liquido, o solido; soluble o insoluble), formando compuestos organicos e
inorganicos. En condiciones oxidantes, el compuesto de azufre mas estable es el
sulfato. Y cuando se lleva a cabo la reduccion ambiental se forma sulfuro. El
sulfuro y algunos compuestos organicos que contienen azufre reducido; por
ejemplo, sulfuro de dimetilo (DMS), sulfuro de carbonilo (COS), y disulfuro de
carbono (CS;); son volatiles y pueden emitirse a la atmosfera. De alli, los
compuestos de azufre son redepositados en la litosfera, hidrosfera y la pedosfera,

directamente o después de la conversion del sulfato, por medio del SO, gaseoso.
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Figura 1. Ciclo del azufre en la naturaleza.

Una de las propiedades del sulfuro es la alta reactividad quimica que presenta con
algunos cationes metalicos llevando a cabo la formacién de sulfuros metalicos de
baja solubilidad en algunos ambientes anaerobios tales como pantanos, tierras
mojadas, agua dulce y sedimentos de agua de mar. Esto permite la acumulacion
del azufre reducido en estado sélido.

Las fuentes antropogénicas originan un aumento en los compuestos con sulfuro, lo
que origina una perturbacion considerablemente alta en la litosfera. El flujo
antropogénico mas importante es la emision del sulfuro a la atmésfera (113 x 10"
g azufre/afo). En la parte continental del ciclo del azufre, este flujo es comparable
solamente con el desgaste por la accion atmosférica (114.1 x 10'? g azufre/afo) y

la salida del rio a los océanos del mundo (108.9 x 10" g azufre/afio). Un segundo



flujo antropogénico de azufre es la contaminacién de los rios y la salida
subsiguiente de las aguas del rio (104 x 10" g de azufre/afio). Las entradas
antropogénicas del azufre en la tierra dan lugar a una aceleracion para completar
el ciclo del azufre. Esto se demuestra en los niveles elevados de sulfato a la salida
del agua, la acumulacion del sulfuro en ambientes anaerobios, en la exposicién del
azufre reducido en el aire, acidificacion del ambiente y lixiviacién de metales
toxicos. Al mismo tiempo, las emisiones antropogénicas crecientes a la atmosfera
traen otros efectos ambientales adversos, por ejemplo, la lluvia acida. Las
consecuencias negativas de la lluvia acida son bien sabidas e incluyen, por
ejemplo, dafio extenso a los bosques, a la fauna y efectos perjudiciales sobre

edificios y construcciones. 2%

1.1.1. Ciclo microbiano del azufre.

El comportamiento que presentan los compuestos de azufre en el ambiente es
altamente influenciado por la actividad de los organismos vivos, particularmente de
los microbios.

Desde los afios 80, ha recibido una considerable atencion por parte de diversos
campos cientificos el papel que desempefian las bacterias en la ecologia del ciclo
del azufre (ejemplo, los sedimentos y esteras de microbios, los biofilms en el

tratamiento de aguas residuales y la corrosion).

1.1.2. Oxidacion bacteriana del azufre.
Diversas bacterias pueden oxidar los distintos compuestos reducidos de azufre,

por ejemplo, sulfuro, azufre elemental, o tiosulfato. La oxidacion del sulfuro al



azufre elemental es realizada por las bacterias autotréficas. La (Ecuacion 1) da la
estequiometria del proceso quimico-autotrofico, que procede de forma aerobia o
micro-aerobia. Ademas, la oxidacion fotoautotréfica del sulfuro puede también
ocurrir bajo condiciones anaerobias. Las bacterias fotosintéticas del azufre son
capaces de fotoreducir el CO,, mientras que oxidan el H,S a S° (Ecuacion 2), en

una analogia similar a la fotosintesis de los eucariontes (Ecuacion 3).

2H,8+0, - 258" +2H,0 1))
2H,S+CO, +hv— 28" +[CH,0]1+ H,0  (2)
2H,0+CO, + hv— 20, +[CH,0] 3)

El sulfuro se puede también oxidar totalmente a sulfato. La (Ecuacién 4) da una
formula para el proceso quimico-autotréfico, aunque la oxidacion fotoautotréfica

del sulfuro a sulfato también puede ocurrir.

H,S +20, - SOF +2H" 4

Esta reaccion de la oxidacién, catalizada con, por ejemplo, Thiobacillus implica a

una serie de intermediarios como se ve en la (Ecuacion 5), incluyendo el sulfuro,

azufre elemental, tiosulfato, tetrationato y sulfato: ['’]

SH™ — §' - 8,07 - 8,07 - S0, (5)



Eventualmente, la oxidacion del sulfuro puede proceder en condiciones libres de
oxigeno, usando el nitrato como el receptor de electrones (Ecuacién 6). La
oxidacion del sulfuro en condiciones anéxicas es realizada sobre todo por las

bacterias del género Thiobacillus, tal como T. albertis y T. neapolitanus.

0.422H,S +0.422HS™ + NO; +0.437CO,
+0.0865HCO;
+0.0865NH; —1.11450;
+0.5N, +0.0842C,H,O,N (biomasa)
+1.228H° (6)

El azufre elemental se puede oxidar a sulfato por medio de microorganismos
quimicoautotroficos o fotoautotréficos. La estequiometria del proceso

quimicoautotréfico se da en la (Ecuacién 7).

25°+30, +2H,0 - 250; +4H" (7)

1.1.3. Riesgos ambientales.

Las transformaciones microbianas de los compuestos reducidos de azufre en
estado soélido que se utiliza por actividades antropogénicas representan riesgos
ambientales importantes. Los materiales tales como combustibles fosiles,
minerales, sedimentos anaerobios, o basura solida pueden experimentar cambios
oxidantes, dando por resultado una solubilidad del azufre a partir de la fase solida.

Asi, las cantidades grandes de acido sulfirico que se forman, del supuesto



drenaje 4cido se transportan al sitio donde se encuentra la mina. "% El acido
inhibe el crecimiento vegetal y la vida acuatica. Sin embargo, su consecuencia
ambiental es la solubilidad de pesados metales cationicos.

En las regiones tropicales del mundo, la inundacion y el drenaje periédico de los
suelos a las embocaduras maritimas conducen a la acumulacién del azufre
reducido y de su subsiguiente oxidacion. ©® Esto da lugar a la produccion del 4cido
sulfurico y del aspecto de los suelos acidos del sulfato. En muchos casos se
requiere, el tratamiento (neutralizacion) de estos sitios.

Las aguas residuales ricas en sulfato son generadas por muchos procesos
industriales que utilizan la accién del acido sulftrico o de la alimentacion rica en
sulfato (ejemplo; industrias de procesos de comida marina o la fermentacion).
También, el uso de los compuestos reducidos de azufre en procesos industriales,
como, sulfuro (en curtidurias, en la produccion del papel tipo Kraft), sulfito (en la
produccion del papel tipo sulfito), el tiosulfato (en la fijacion de fotografias), o el
ditionito (en la produccion del papel), contaminan las aguas residuales con los
compuestos sulfurosos. 2%

La contaminacion producida por los seres humanos ha aumentado grandemente
los niveles del dioxido de azufre en la atmosfera. Cuando esta disuelto con agua
en las nubes, el SO, acidifica el agua de lluvia. La precipitacién acida ha estado
implicada en la reduccion del crecimiento de bosques en Norteamérica y Europa.
La lluvia acida también tiene un efecto perjudicial en edificios y construcciones.
Muchos de los compuestos organicos e inorganicos volatiles del azufre son

extremadamente olorosos.



1.2. REACTORES QUIMICOS

Un reactor quimico es un aparato o equipo industrial en el que se realiza la
transformacion quimica en la mejor forma posible, es decir que tenga un mejor
rendimiento y que se lleve a cabo en el minimo tiempo, siendo el equipo reducido
y de tan bajo costo como sea posible, ademas de que se consuma el minimo de
energia. Los reactores quimicos pueden tener una gran variedad de tamafios,
formas y condiciones de operacion. Uno de los mas comunes es el pequefio
matraz o vaso que se usa en el laboratorio quimico para las reacciones en fase
liquida. El otro extremo en cuanto a tamafo lo constituyen los grandes recipientes

cilindricos empleados en la industria del petréleo. ?%

1.2.1. Tipo de reactores quimicos.
Existe una gran variedad de disefios que no siempre tiene una relacion especifica
con el tipo de reaccion o de operacion que se realiza. Con frecuencia se emplean
equipos distintos con disefios diferentes para una misma reaccién.
Los reactores quimicos se han clasificado de la siguiente manera:

* En base a sutipo de operaciony,

* En base a sus caracteristicas de disefo (la forma del reactor).
La primera clasificacion se asocia principalmente con las reacciones homogéeneas
y divide a los reactores en los siguientes tipos:

» Reactor por lotes.

* Reactor continuo.

* Reactor semicontinuo.



La segunda clasificacion de los reactores, es decir, en base a las caracteristicas
de su diseno, divide a los reactores en los siguientes tipos:

+ Reactor tanque.

» Reactor tubular.

+ Reactor de lecho fijo.

* Reactor de lecho fluidizado.

s Reactor en torre.

* Reactor para fases dispersas.

1.2.1.1. Reactor por lotes.

En este tipo de reactor todos los reactivos se introducen al principio y se procesan
segln su curso determinado de reaccién durante el cual no se alimenta o se
extrae algun material, es decir, el producto no se descarga hasta que concluye el
proceso, en este tipo de reactor existe una variacion en el grado de reaccion y en
las propiedades de la mezcla reaccionante con el transcurso del tiempo. Por lo
general, el reactor tiene la forma de tanque, puede tener agitacién o no, y se utiliza

principalmente en la produccion a pequefia escala.

C——
REACTIVOS

*

\ PRODUCTOS /

Figura 2. Reactor por lote.
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1.2.1.2. Reactor continuo.

En este tipo de reactores los reactivos se introducen y los productos se extraen
simultineamente y de manera continua. La forma de este tipo de reactor puede
ser de tanque, de una estructura tubular o de torre y tiene una multitud de
aplicaciones en planta a gran escala con el propésito de reducir los costos de

operacion y de facilitar el control de la calidad del producto.

1.2.1.3. Reactor semicontinuo.

Es el tipo de reactor cuyo funcionamiento no se ajusta por completo al de tipo
lote o batch ni al continuo. En uno de los casos, alguno de los reactivos se carga
al principio, en tanto que los restantes se dosifican conforme se desarrolla la
reaccion. Otro tipo es similar al reactor por lote con la variacion de que uno de los

demas reactivos se extrae en forma continua.

1.2.1.4. Reactor tanque.

Este tipo de reactor es probablemente el de mayor empleo en la industria
‘quimica. En la mayoria de los casos, esta equipado con algin mecanismo de
agitacion (centrifugacion, agitacion o sacudidas), asi como con elementos de
transferencia de calor (por ejemplo intercambiadores de calor de chaqueta o
serpentin, externos o internos), ver Figura 3.

Puede operar tanto como de tipo lote como tipo continuo asi como con amplias
gamas de temperatura y de presion, produciendo un mezclado casi perfecto

(retro mezclado) con excepcion de fluidos muy viscosos.
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Figura 3. Reactor continuo de tanque agitado (R.C.T.A)

1.2.1.5. Reactor tubular.

Este tipo de reactor esta constituido por un solo tubo continuo o por varios tubos
en paralelo. Los reactivos ingresan al reactor por un extremo y el producto se
obtiene por el otro, con una variacion continua en la composicion de la mezcla de
reaccion entre estos dos puntos. El grado de la reaccion puede variar con
respecto a la posicion del reactor, pero no en funcion del tiempo.

La transferencia de calor hacia el rector o desde este, se logra por medio de una
camisa o disefio de tubos Yy coraza. Los tubos del reactor pueden estar
empacados con granos del catalizador o solidos inertes.

El reactor de flujo tubular o de flujo piston es en el que la masa reaccionante
consiste en elementos de flujo que son dependientes entre si, teniendo cada uno
diferente composicion, temperatura, etc.

Se puede lograr una gran aproximacion con una buena condicién de mezclado,

usando un reactor tubular con recirculacion.

12



1.2.1.6. Reactor de lecho fijo.
Este reactor es un sistema heterogéneo muy comin en el cual el fluido
reaccionante fluye a través de un lecho de particulas cataliticas relativamente

grandes (de orden de un centimetro) que se mantienen en posicion estacionaria.

1.2.1.7. Reactor de lecho fluidizado.

Este tipo de reactor consta de un depésito cilindrico vertical que contiene
particulas soélidas finas que son catalizadores o reactivos. La corriente del fluido
reactivo se introduce en la base del reactor a una velocidad tal que los sélidos
flotan en la corriente del fluido sin salir del sistema. En estas condiciones, las
particulas del lecho tienden a igualar la composicion y la temperatura de la mezcla

de reaccion, es decir, se crea cierto grado de retro mezclado.

1.2.1.8. Reactor en torre.

Este tipo de reactor se caracteriza por su estructura cilindrica vertical con una
relacion grande entre la altura y el diametro. Puede tenerse desviadores o rellenos
solidos (reactivos, catalizadores e inertes), o bien, quiza se alimente sencillamente

a una torre vacia y se utiliza para procesos continuos de reacciones heterogéneas.

1.2.1.9. Reactor en fases dispersas.

Este tipo de reactor se caracteriza por una columna vertical que contiene
particulas muy finas de catalizador suspendidas en un medio liquido (por ejemplo
aceite), que puede ser uno de los reactivos. El reactivo gaseoso que se burbujea

por la suspensién se disuelve en el medio liquido en donde se producen las
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reacciones catalizadas. Una aplicacion de este tipo de reactor esta en la

hidrodesintegracion de aceites combustibles residuales.

1.3. REACTORES BIOLOGICOS (BIOREACTORES)

El pan, el queso, el vino y la cerveza fueron posibles por el proceso conocido
tradicionalmente como fermentacion. Dado que se presentd frustracion en la
produccion de vinos franceses ya que encontraron vinagre y no vino, el famoso
microbidlogo francés Luis Pasteur estudié el proceso necesario de fermentacion.
Lo que Pasteur descubrioé era que la fermentacion ocurria como resultado de la
actividad biolégica de una especie microscopica llamada levadura. Cuando
microbios indeseados infiltraron el vino dafaron el sabor. A partir del trabajo de
Pasteur se inicio la investigacion de los bioreactores como los conocemos hoy.
Una vez que el proceso fue identificado y entendido, pudo ser controlado. Con el
fin de controlar las reacciones dentro de los procesos lo cual les corresponde a los
ingenieros quimicos. El alcance de la bioingenieria ha crecido, de la simple
microbiologia en la botella de vino a la industrializaciéon no solamente de la
cerveza, vino, queso y leche, sino también se han desarrollado productos nuevos
en biotecnologia como (antibidticos, enzimas, hormonas, vitaminas, azlcares y
acidos organicos). 1!

Por definicién, un bioreactor es un sistema en el cual se efectia una conversion
biologica pero esta definicion puede aplicarse a cualquier conversién que implique
enzimas, microorganismos, y células de animales o de plantas. Por lo tanto, los
bioreactores son referidos solamente a los recipientes mecanicos en los cuales:

(a) los organismos se cultivan de una manera controlada y/o, (b) los materiales se
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convierten o se transforman via reacciones especificas. Absolutamente similar a
los reactores quimicos convencionales, los bioreactores se diferencian en que
estan disefiados especificamente para influenciar caminos metabélicos. El término
“bioreactor” se utiliza a menudo como sinénimo de “fermentador”; sin embargo, en
la definicion mas terminante, un fermentador es un sistema que proporciona un
proceso anaerobio para producir el alcohol del aziicar. %

Los bioreactores se diferencian de los reactores quimicos convencionales en que
estos soportan y controlan entidades biologicas, los sistemas del bioreactor se
deben disefar para proporcionar un grado mas alto de control sobre trastornos y
contaminaciones en el proceso, puesto que los organismos son mas sensibles y
menos estables que los productos quimicos. Los organismos biolégicos, por su
naturaleza, se transforman y puede alterar la bioguimica de la bioreaccion o las
caracteristicas fisicas del organismo. Aunque la mayoria de las reproducciones
fundamentales de la ingenieria y del disefio de bioreactores es el mantener
estable la actividad biologica deseada y eliminar las actividades indeseadas lo cual
representa a menudo un mayor desafio que los reactores quimicos requieren
tipicamente.

Los organismos, influenciados por su morfologia y el medio de bioreaccién, son
sensiblemente sesgados en los grados de su variacion. Un numero de bacterias,
de levadura y de hongos en los cultivos puede ser relativamente tolerante a
ambientes altamente sesgados estos exhiben vitalidad en recipientes que se
mezclan con gran energia. Las células animales de pescados e insectos y de las
plantas son delicadas y requieren generalmente ambientes de bajo sesgo para

poder ser viables.
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Otras diferencias importantes entre los reactores quimicos y los bioreactores son
la selectividad y el tipo. Los bioreactores, tienen una selectividad mas alta, es
decir, la medida de la capacidad del sistema para producir el producto deseado
(sobre otros resultados), es de importancia primaria. De hecho, la selectividad es
especialmente importante en la produccion de moléculas relativamente complejas
tales como los esteroides de los antibidticos, proteinas de las vitaminas y ciertos
acidos del azticar. Frecuentemente, la actividad y la selectividad deseadas ocurren
en un rango substancialmente mas pequeno de lo que se presentan en reactores
quimicos. Pero, la desactivacion de la biomasa plantea a menudo consecuencias
mas severas que un trastorno en algun producto quimico.

El tipo del reactor es de importancia secundaria. Para muchos sistemas biolégicos,
un periodo de incubacion es necesario para preparar un cultivo que sera usado
para inocular al bioreactor con los microbios que producen en el cultivo. Aunque
una bioreaccion puede ser breve, en sistemas donde es necesario el crecimiento
del organismo o de la biomasa, la bioreaccién puede tomar de 10 a 20 dias para la
terminacion de la produccion. Ademas, el bioreactor no se debe mirar como
unidad aislada, sino como parte de una unidad de operacion integrada con
corriente ascendente (preparacion) y de unidad de operaciones de corrientes

descendientes (recuperacion).

1.3.1. Productos de las bioreacciones.
Los productos de las bioreacciones se forman por tres procesos basicos:
1. Los procesos en los cuales el producto se obtiene de las células como por

ejemplo, alcoholes extracelulares o acido citrico, o materiales intracelulares,
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como, un metabolito o una enzima. La obtencion de productos celulares se
dividen en dos tipos, cuando se producen dentro de un ciclo biolégico. Los
metabolitos primarios se producen durante el crecimiento y son esenciales
para el continuo crecimiento. Los metabolitos secundarios son producidos
después de que el crecimiento haya cesado. Los metabolitos primarios
incluyen los aminoéacidos, nucleétidos, acidos nucleicos, proteinas, lipidos y
carbohidratos. Los productos primarios para el uso industrial incluyen por
ejemplo; etanol, acido citrico, acetona, butanol, lisina, polisacaridos y
vitaminas.
Los productos celulares secundarios son una especie o grupo de organismos
formados de los intermediarios y de los productos del metabolismo primario. No
todos los microorganismos producen metabolitos secundarios. Muchos productos
secundarios tienen caracteristicas toxicas o antibidticas y son, la base de muchas
de las industrias de antibidticos. La produccion de enzimas via bioreacciones ha
desplazado las técnicas ineficaces de mutaciones y manipulacion genética.

2. Procesos que originan una masa celular. Un ejemplo de la produccion de la
masa celular es la fabricacion del pan en la cual usan las levaduras. Otros
procesos incluyen proteinas unicelulares como fuentes de alimento.

3. Procesos que modifican un compuesto que se agrega a la fermentacion o
biotransformaciones. Las biotransformaciones ocurren con las enzimas
inherentes de las células. Las células de todos los tipos se pueden emplear
como biocatalizadores para transformar ciertos compuestos via
deshidratacion, oxidacion, hidroxilacion, aminacién o isomerizacion. Las

conversiones enzimaticas frecuentemente exhiben energias mas bajas de
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activacion y una selectividad mas alta que sus contrapartes quimicas. Los
esteroides, antibidticos y las prostaglandinas se producen por medio de

biotransformaciones. 1*°!

1.3.2. Disefio y operacion del bioreactor.

La meta de un bioreactor eficaz es el control, para lograr esto, el ingeniero quimico

debe tomar en cuenta dos areas:

Una son los parametros convenientes para el reactor biolégico, sistema quimico y

fisico (macro-cinética). El sistema macro-cinético incluye un crecimiento celular y

una produccion del metabolito. Los microbios pueden incluir bacterias, levaduras,

hongos, también se pueden usar las células de animales (pescados e insectos) y

plantas, asi como otros materiales biologicos como enzimas. 1*°!

La otra area de importancia en el disefio del bioreactor implica los parametros de

bioreaccion, incluyendo:

control de la temperatura

pH éptimo

sustrato suficiente (usualmente una fuente de carbono)
disponibilidad de agua

sales como nutrientes

vitaminas

oxigeno (para procesos aerobios)

evolucion del gas y

retiro del producto y del subproducto
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Ademas, e! bioreactor debe disefiarse para promover la formacién de la morfologia
6ptima del organismo y eliminar o reducir la contaminacién por los organismos o la

mutacion indeseada del organismo.

1.3.3. Bioreacciones en lote.

La mayoria de las bioreacciones es por lote. La primera fase de la bioreaccion en
lote es comunmente la esterilizacion, después de lo cual el medio de cultivo estéril
se inocula con los microorganismos que se han cultivado para alcanzar un
resultado especifico. Durante este periodo dinamico de la reaccion, las células, los
substratos (incluyendo sales nutrientes y vitaminas) y las concentraciones de los
productos varian con el tiempo. Al mezclarse apropiadamente mantiene las
diferencias de composicion y de temperatura en los niveles aceptables.

Para promover el cultivo aerobio, el medio se airea proporcionando un flujo
continuo de oxigeno. Los subproductos gaseosos formados son retirados, por
ejemplo, el CO,y tanto el proceso como el retiro de subproductos se llevan a cabo
semicontinuamente.

Después, se agrega un acido o un alcali para controlar el pH. Para mantener la
espuma en niveles aceptables, los agentes antiespumantes son agregados
cuando el censor de espuma lo indica. Cuando la bioreaccion es completa, el
producto final es retirado. Pero este método es ineficaz para producir grandes
cantidades comerciales.

Todos, los sistemas de bioreaccion en lotes proporcionan un nimero de ventajas,

incluyendo las siguientes:
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e Reduccién de riesgos en la mutacion de la célula o de contaminacion,
debido a un periodo relativamente breve de crecimiento.
¢ Baja inversion de capital cuando se compara a los procesos continuos para
un mismo volumen de bioreactor.
e Mayor flexibilidad en la operacion del equipo.
¢ Niveles mas altos de conversion de la materia prima, resultado a partir de
un periodo controlado de crecimiento.
Las desventajas incluyen:
¢ Productividlad mas baja debido al tiempo para refrescarse, calentarse,
esterilizar, vaciar y limpiar el reactor.
¢ Incremento en la instrumentacion debido a la frecuente esterilizacion.
* Riesgos mayores en la higiene industrial debido al contacto potencial con
los microorganismos o las toxinas patogenas.
Los usos comunes para los bioreactores en lotes incluyen:
e Productos que se deben fabricar con un minimo riesgo de contaminacion o
de mutacién de organismos.

+ Operaciones en las cuales se producen pequefas cantidades de producto.

1.3.4. Cultivo continuo.

La definicion caracteristica de un cultivo o quimiostato continuo es el proceso de
alimentacion ininterrumpida. Un medio de cultivo que es estéril se alimenta
continuamente en el bioreactor para mantener el estado del sistema estable. Por

supuesto, el producto también se obtiene continuamente del reactor. Las variables
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de la reaccion y los parametros de control siguen siendo constantes estableciendo

un estado de tiempo constate dentro del reactor. El resultado es de productividad y

de salida continua. Estos sistemas proporcionan un numero de ventajas

incluyendo:

Potencial creciente para automatizar el proceso.

Costo de trabajo reducido, debido a la automatizacion.

Menos tiempo perdido en esterilizar, llenar y vaciar el reactor.

Calidad constante del producto debido a los parametros de funcionamiento
invariable.

Menores riesgos de toxicidad en el personal, debido a la automatizacién.
Es obligatoria la calidad de la materia prima y es necesario asegurarse de

que el proceso sigue siendo continuo.

Las desventajas del cultivo continuo incluyen:

Flexibilidad minima, puesto que solamente son posibles variaciones leves
en el proceso (rendimiento del proceso, composicion del medio de cultivo,
concentracion de oxigeno y temperatura).

Costos de inversion mas altos en el equipo de control y de autométizacién.
y costos crecientes para la esterilizacion continua del medio.

Mayores costos en la elaboracion de relleno continuo de substratos solidos
insolubles, tales como la paja.

Un riesgo mas alto de mutacion de la célula y de contaminacién, debido al

periodo relativamente breve de cultivo.
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1.3.5. Bioreacciones semicontinuas.

Este hibrido de lotes y de operaciones continuas se encuentra en muchos tipos de
procesos. El substrato se alimenta al reactor como en los de lotes y se mantiene
entonces por un periodo extendido de cultivo continuo. Para la produccion
secundaria del metabolito, en la cual el crecimiento de la célula y la formacién del
producto ocurren a menudo en fases separadas, el substrato se agrega
tipicamente en una tasa especifica. Como los reactores por lotes, los reactores
semicontinuos son moviles. Estos sistemas proporcionan un niumero de ventajas
incluyendo las siguientes:

* Produccion mas alta, a partir de un periodo definido de cultivo durante el
cual no se agrega ni se quita ninguna célula.

» Oportunidades crecientes para optimizar las condiciones ambientales de los
microorganismos en vista de la fase de crecimiento o de la produccién y la
edad del cultivo.

Las desventajas incluyen:

» Niveles de productividad mas baja debido a los procedimientos para llenar,
calentar, esterilizar, refrescar, vaciar y limpiar el reactor.

» Costos en el control del proceso de trabajo y/o dinamico para el proceso.
Los bioreactores semicontinuos se utilizan tipicamente cuando los métodos
continuos no son factibles, por ejemplo, en los cuales la mutacion o la
contaminacion leve del microorganismo ocurren. Tales bioreactores también se
utilizan cuando los métodos por lotes no ofrecen los niveles deseados de

productividad. !
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1.4. MICROORGANISMOS ALCALOFILOS COMO BIOCATALIZADORES.

Los microorganismos son empleados por su gran utilidad en biotecnologia para
prevenir o minimizar efectos de contaminacion y ademas, son utilizados como
biocatalizadores para llevar a cabo la obtencion de algun producto deseado.

Los microorganismos empleados en un proceso son seleccionados de acuerdo a
las caracteristicas del efluente y por ellos se determinan el disefio y el proceso a
emplear. ['*24

La oxidacién biolégica del HS™ al SO.* es realizada por microorganismos
sulfoxidantes.

Anteriormente se habian clasificado de a cuerdo con la taxonomia que
presentaban, a las bacterias litotroficas por su capacidad de oxidar a los
compuestos azufrados. Pero numerosas bacterias sulfoxidantes pueden crecer
de una manera organoheterotréfica, por lo que, el término bacteria sulfoxidante ya
no tiene significado taxonomico, sin embargo, se usa para describir al grupo
fisiologico de bacterias que son encontradas en lugares que contienen sulfuro.
Estas bacterias sulfoxidantes crecen en intervalos de pH de 1 a 10 con una
temperatura de 4 a 95 °C. (¥

De igual forma hay microorganismos extremofilos los cuales son capaces de
desarrollarse de manera normal en condiciones extremas, sabiendo que las
condiciones normales son entre los 10 y 40 °C con un pH de 5 a 8 y 1 atm de
presién por lo que todo lo que se encuentra fuera de estos rangos son condiciones

extremas. ")
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1.4.1. Microorganismos alcaldfilos.

El término alcaldfilo se emplea para caracterizar a los microorganismos que se
desarrollan en ambientes con valores altos de pH por arriba de 9, con frecuencia
entre los valores de 10 y 12 (alcaldfilos extremos), pero no pueden crecer en
valores cercanos al neutro 6.5 ™!

Los microorganismos alcaldfilos sulfoxidantes pueden clasificarse  como
quimiolitoautétrofos alcaléfilos. Tienen la particularidad de oxidar compuestos
reducidos de azufre y su estudio sistematico fue iniciado en los Gltimos afios.
Su aplicacion mas estudiada se ha relacionado a la oxidacion de compuestos
reducidos de azufre presentes en efluentes o emisiones que lo contienen. (22]
Se han dado a conocer dos grupos metabdlicos que se muestran en la Figura 4 y
sus propiedades en la Tabla 3, formando dos nuevos géneros de bacterias

autétrofas alcalofilas que realizan la oxidacion del sulfuro:

Thioalkalivibrio
Thioalkalimicrobium

(L]

Figura 4. Grupos metabélicos ©%
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Tabla 3. Caracteristicas de los grupos metabélicos. %

PROPIEDADES Thioalkalivibrio (25 Thioalkalimicrobium
especies) . (18 especies)

Fuente del aislado Kenia (21) ySiberia (4) Siberia (15) y Kenia (3)
lagos salinos lagos salinos

DNA GC (mol %) 61+0+6516 48+045142

Morfologia de la célula  De las barras al espiral De las barras al espiral

Flagelacion Polar simple Polar 1-3 de un lado

Periplasmico

Morfologia de la colonia

Acuerdo, a menudo con el
azufre (blanco) vy
polisulfuro (amarillo)

Acuerdo o el separarse,
sin el azufre, rosado

Crecimiento

Intervalo de pH 7.50-10.65 7.5-10.6
pH Optimo (quimiostato) 10.00-10.2 9.8-10.0
Limite superior de 47 41
temperatura (°C)

Limite superior de sal 4.0-4.3 1.2-15

[NaCl o carbonatos de
sodio; total Na+(M)]

Rendimiento celular del
tiosulfato

> 6 g proteina mol™’

> 3.5 g proteina mol”’

Tasa de crecimiento

>0.18 h

>0.33h

Influencia del Mg*?

Estimulo de crecimiento

Estabilizacion de la pared
de la célula, estimulo de
crecimiento

Potencial de oxidacién del azufre

Sulfuro y tiosulfato Moderado Alto
Azufre Moderado Muy bajo
Tetrationato Alto Moderado
Tritionato y pentationato Moderado Muy bajo
Sulfito Moderado Muy bajo
Mayor ubiquinone Q-8 Q-8
Dominacion citocromo  cyb c
Citocromo ¢ oxidado i? cbbs

Los parametros cinéticos de los microorganismos autétrofos haloalcalofilos

moderadamente tolerantes a las sales del sulfuro crecidos con el tiosulfato o el
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sulfuro en medio mineral de carbonato de sodio de pH 10 y 0.5-0.6 M total de Na+
se muestran el en la tabla 4.

Tabla 4. Parametros cinéticos de los microorganismos. 130]

Parametros Dimension Thioalkalimicrobium Thialkalivibrio
Batch Quimiostato Batch Quimiostato
Y mg proteina 2.3(20) Maximo 3.5(2) 6.0(15) 5.5 (5)
(mmol $,0,")"
K (S;0,°,HS) uM 3.5¢1.5(5) 2.8:0.8(6)
ms UM S;05° (mg  n.d. 6(1) n.d. 2(1)
proteina h)”
O max (S) n.d. 9412 (1) n.d. 25£1(5)
(Tiosulfato) (mg proteina)h”
T, h 0.23(20)  033(2) 010(15) __ 0.12(5)

1.5. RELACION ENTRE COMPUESTOS REDUCIDOS DE AZUFRE Y pH.

Cuando se encuentra con pH acido o cercano a la neutralidad en los sistemas
biolégicos de remocion de H.S, este tipo de pH favorece el crecimiento y la
actividad de los microorganismos, pero limita la transferencia del H,S, debido a su

baja solubilidad.

1.5.1. Acido sulfirico y pH.
Para el H;S la constante H (constante de Henry) es de (0.41 (molm®)aire /
(mol/m®)aqua, @ 25 °C), limitando de esta forma el transporte interfacial y por

consecuencia las capacidades de eliminacion.
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Figura 5. (a) Solubilidad del H,S, en funcion del pH para una presion parcial de 0.1
atm y 25 °C, (b) Fracciones mol en equilibrio en funcién del pH y temperatura.
El aumento en la capacidad de remocion puede lograrse mejorando la eficiencia
en la absorcion del H,S, por medio del incremento en el pH. En la Figura 5(a), se
nota que la solubilidad del H,S, tiene una fuerte dependencia en el pH de la
disolucién. Y para este caso la temperatura tiene poca influencia en la solubilidad,
por lo que el control de pH en una soluciéon acuosa, puede ser una opcion de gran
utilidad para mejorar las capacidades de remocion del H,S en bioreactores. A
partir de la definicion de la constante H mostrada en la (Ecuacién 9), se propone
una definicion de “H modificada” (Ecuacion 10), contabilizando todas las especies
de azufre existentes en solucion (equilibrio quimico) y que se encuentran en

equilibrio de fase con el H;S g (Ecuacién 8).

Equilibrio Quimico

H,S,, H/;ysm OHS +H & ST +2H ) @)

Equilibrio de fases
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Con el aumento del pH, la constante H disminuye su valor, y por lo tanto se
incrementa el gradiente de concentraciones entre las fases gas y liquida, es decir,

la fuerza motriz de la transferencia de masa.

H =(mol H,S,,,/m’)
H,_ ., =(mol H,S,

(3]

(mol H,S,,/m’),.. (9
l(mol (H,S,,+ HS™ +8*)/m*) 10 (10)

aire

;ms )l‘.ﬂ?’h‘
De esta forma se obtiene un valor para Hmes = 0.0004 (Mmol/m®)aire/(Mol/m>)aqua, a

25 °C y pH = 10, que es 1,000 veces mas pequefio (es decir el H,Sg es 1,000

veces mas soluble) que Hpoq para un pH<5.

1.6 OXIDACION DE COMPUESTOS REDUCIDOS DE AZUFRE A SULFATO Y/O

AZUFRE ELEMENTAL EN CONDICIONES NEUTRAS

La importancia en la formacion del azufre elemental se debe a que es un elemento
que se encuentra en la naturaleza, no es contaminante del ambiente y puede ser
utilizado como materia prima en la fabricacion de acido sulfdrico el cual es un
compuesto muy utilizado en la industria papelera entre otras.

Stefess y col. " estudiaron la medicién cuantitativa del azufre formado por
cultivos continuos de Thiobacillus sp. autotrofico en estado continuo y en estado
transitorio. Para la formacion de azufre por el quimolitotréfico Thiobacillus o y
Thiobacillus neapolitanus fueron estudiados en condiciones aerobias, limitando el
substrato en cultivos continuos. Realizaron la comparacion de la participacion de

cultivos transitorios y en estado continuo usando diferentes métodos de medicion
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para el azufre producido. Bajo una tasa de dilucion (D) de 0.3 h™' (con 50 % de aire
saturado), obtuvieron en estado continuo sulfato y crecimientos de los cultivos con
sulfuro o tiosulfato (con D = 0.06 h”) el azufre elemental se produce mejor sobre
una D = 0.3 h”, pero los estados continuos son dificiles de realizar por la
adherencia del azufre al fermentador y por la acumulacion de sulfuro. Estos
problemas pudieron ser evitados usando estados transitorios. Encontraron azufre
elemental bajo condiciones de oxigeno limitado y una alta carga de substrato.
Determinaron que el sulfuro y tiosulfato pueden ser substratos equivalentes para el
Thiobacillus sp. durante la formacion del azufre bajo las condiciones dichas.

Visser 4]

realizd experimentos en estado transitorio con Thiobacillus sp.
autotréfico produciendo azufre de manera independiente a la tasa de crecimiento.
Demostraron la formacion de azufre cuando se acerca la maxima capacidad
oxidativa del cultivo. Realizaron mediciones del grado de reduccion del deposito
del citocromo tal como funcién del incremento de sulfuro sugiriendo una relacién
redox de baja regulacion de la tasa de oxidacion de azufre. De los diferentes
mecanismos significativos en produccion de azufre obtuvieron alta produccién de
azufre con Thiobacillus sp. W5 y moderada produccion de azufre con T.
neapolitanus sp. La limitada capacidad de oxidacion de sulfuro del T. neapolitanus
mostraron que puede convertir solo el 50 % del sulfuro alimentado a azufre
elemental.

Velasco % realizo el estudio de un bioreactor con una seccién de sedimentacion
para llevar a cabo la oxidacion parcial del tiosulfato a azufre elemental y que este

ultimo sedimentara, el disefio del sistema consta de dos recipientes uno el

bioreactor con una zona de flujo dinamico y otra zona estatica el otro recipiente es
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el de aireacion. Para realizar el trabajo utilizaron un consorcio sulfoxidante
compuesto principalmente por Thiobacilli que usa al tiosulfato como fuente de
energia, descrito por Alcantara, ™ con condiciones de operacién durante el
proceso de pH de 5.0 y 30 °C de temperatura. Durante la investigacion en el
sistema en estado continuo se establecieron diferentes relaciones molares de
02/S;052. En relaciones molares cercanas a 1 fue cuando observaron la
formacion de azufre elemental obteniendo una méaxima formacion del 60 % de
azufre a una relacion molar de 0.98 y un tiempo de retencion hidraulica (HRT) de 2
min, el azufre sedimentado era removido a diario obteniendo una recuperacion
eficiente del 70 %, el sedimento consistia de un 90 % de azufre y un 6 % de
biomasa.

Alcantara " estudi6 la formacion de azufre elemental con limitaciones de oxigeno
y la eliminacion de fenoles a través de sulfuro de hidrégeno en un bioreactor con
recirculacion. La relacion de oxigeno y el sulfuro se determiné calculando la tasa
de carga 02/S? (Q0,/QS™ = Ry) la cual define adecuadamente las condiciones de
operacion para controlar la oxidacion del sulfuro. La produccion de azufre en
estado continuo fue realizado en el rango de R,y de 0.5 a 1.5 obteniendo la
maxima formacion de azufre elemental en una Ry, de 0.5 donde el 85 % del total
de azufre alimentado al bioreactor como sulfuro es transformado a azufre y el 92
% es recuperado del fondo del bioreactor. En el estudio de los efectos de
compuestos fendlicos en el consorcio autotrofico sulfoxidante en un bioreactor de
tanque agitado a una tasa de dilucion de 1 d”', una carga de sulfuro de 2 gl'd’y
un Ry de 2, se obtiene una completa oxidacion del sulfuro a sulfato en relaciones

de 1.5 a 2. El fenol, o-, m-, y p-cresol son manejados a varias tasas de carga

30



organica. Bajo estas condiciones de estudio, el sulfuro es completamente oxidado

a sulfato, igual cuando una mezcla de compuestos fendlicos se encuentra

presente en el medio.

Christian Plas ") estudié la oxidacion quimica y biologica del sulfuro en un rango
de pH de 1 a 9, esta investigacion fue realizada por medio de respirometria
utilizando medio mineral el cual consté de: KH,PO, (1.5 gAL“), K2:HPO4-2H,0 (7.9
g-L™"), MgCly6H,0 (0.1 g-L™"), CaCl,-2H,0 (0.055 g-L™"), NH4CI (0.8 g-L™) y el pH
es ajustado a 7.2 por medio de NaOH (1 M). Los resultados que obtuvieron
presentan un pH optimo de oxidacion biologica con un valor de 7. Y observaron
que la tasa de oxidacion quimica del sulfuro ascendié con los incrementos del pH.
Y dados estos resultados concluyeron que el cultivo investigado (Thiobacillus sp.
separador y un heterotrépico contaminante), muestra pequenas tolerancias a las

condiciones alcalinas.

Alcantara ¥ estudi6 un consorcio sulfoxidante el cual pudiera ser aplicado en la
oxidacion biolégica de los compuestos reducidos de azufre, teniendo como
resultados que el cultivo del consorcio debe tener las siguientes condiciones: un
pH de entre 5.5 a 7, una temperatura de 30 °C, el consorcio requiere de una
concentracion minima de 0.2 mg/L de oxigeno disuelto para poder llevar a cabo la
oxidacion completa del tiosulfato a sulfato. Dados los experimentos realizados
estimd una tasa de dilucion critica para el consorcio cercana a 3.4 d” con
concentraciones superiores a 0.4 g/L de oxigeno disuelto, donde el consorcio
oxida completamente el tiosulfato a sulfato. Evaluaron el efecto que tienen

algunos inhibidores de la cadena respiratoria en el consorcio y, dadas las
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caracteristicas de crecimiento, proponen que la ruta de oxidacién mas

representativa para el consorcio es el sistema multienzimatico de oxidacion de

tiosulfato.

Velasco, ¥ empleando el mismo consorcio que Alcantara, ¥ desarrollé su trabajo
con un sistema continuo con recirculacion, y con este sistema pudo maximizar la
produccion y recuperacion de azufre elemental por medio de un modulo de
aireacion, que esta separado del reactor y logré6 mantener condiciones de
limitacién de oxigeno y minimizar la turbulencia en el reactor. Separé el reactor
en dos zonas para minimizar la turbulencia aun mas. Esta configuracion del
sistema experimental permitio ajustar la relacion molar por cargas de
tiosulfato y oxigeno y aproximarla a la relacion estequiométrica de 0.5, que
favorece la formacion del S°. Ademas, debido a su escasa turbulencia se reportd

la recuperacion de S° por sedimentacion.

Gonzalez, ' usando el sistema sulfoxidante que Velasco ¥ reporté, demostré
que la oxidacion biologica del S,0:> a S° se favorece manteniendo
condiciones microaerabias (oxigeno disuelto < 0.1 mg/L) en el sistema. El
consorcio trabajando bajo estas condiciones, posee una s cercana a 0.8 d’
que es baja comparada con la reportada para este mismo consorcio bajo
condiciones de exceso de oxigeno disuelto. Para incrementar las tasas de
remocién de S;05° en estas condiciones, sugiere el uso de soportes para fijar la
biomasa. Mostr6 que el monitoreo del potencial de oxido-reduccion, puede
ser una herramienta Gtil en el conocimiento del estado del sistema, debido a

que se encontrdé una correlacion entre las concentraciones de S,047, el oxigeno

32



disuelto y el pH, con el potencial de oxido-reduccion.

Medina Diaz * oper6 un bioreactor empacado para el tratamiento biolégico de los
compuestos reducidos de azufre transformandolos en compuestos mas estables
como el sulfato. Utiliz6 como modelo de estudio el tiosulfato de sodio y en dicho
trabajo realiz6 la comparacion y caracterizacion de distintos tipos de soportes
(bagazo de cafia, espuma de poliuretano, roca tezontle y anillos de ceramica)
encontrando que la roca tezontle es el mejor soporte dado que presenta una
actividad especifica de 10.51 pg Oz/mg proteina-min, el doble de células que
presentaron la espuma de poliuretano y los anillos ceramicos y seis veces mayor
que el bagazo de cafa. Con el reactor empacado con roca tezontle, obtuvo una
oxidacion completa del tiosulfato a sulfato con una tasa de dilucién menor o igual a

6 d”y un tiempo de residencia de 4 horas.

1.7 OXIDACION DE COMPUESTOS REDUCIDOS DEL AZUFRE EN
CONDICIONES ALCALINAS

Sorokin 2% 3132, 33.35.38] 5ig4 varias bacterias quimiolitoautétrofas a partir de lagos
carbonatados (pH alcalino y altas concentraciones de Na,CO:/NaHCO3/NaCl) de
Siberia, Mongolia, Kenya, y Estados Unidos; usando un procedimiento de
enriquecimiento especifico a pH 10.

El grupo de trabajo de Sorokin ha aislado y purificado enzimas involucradas en la
oxidacién de HS". % %% Asi mismo han estudiado la capacidad de Thioalkalivibrio
denitrificans de crecer anerobicamente en condiciones de desnitrificacion,

otras tres cepas fueron estudiadas por su capacidad de utilizar al tiocianato
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(SCN) P y otro microorganismo  fue estudiado por su capacidad de
obtener la energia de crecimiento a partir de la oxidacion de hidrégeno y/o
compuestos reducidos de azufre. 7!

Actualmente, se estudia la capacidad de la cepa Thioalkalivibrio versutus de
oxidar HzS en condiciones haloalcaldfilas, por su alto potencial para aplicarse en
un proceso biotecnolégico de remocion de HS en corrientes gaseosas.

Entre las bacterias alcalofilas sulfoxidantes reportadas, las cepas del género
Thioalkalimicrobium son adecuadas para aplicarse en el tratamiento de
sosas gastadas diluidas o gases contaminados por H,S (biogas, gas natural)
que son pobres en CO; mientras que las cepas de Thioalkalivibrio son
adecuadas para el tratamiento de sosa gastada concentrada y gases que
contienen CO,. Se pueden usar mezclas de Thioalkalimicrobium y Thioalkalivibrio
para el tratamiento de corrientes variables de H;S.

Espinosa Marquez, ' realizé el estudio de dos consorcios a partir de muestras
provenientes de distintos suelos alcalinos de México, obteniendo los consorcios
(C1 y C2) que contienen bacterias alcaldfilas sulfoxidantes. Los cuales, utilizaron
como fuente de energia al tiosulfato (8203'2) y como fuente de carbono al CO;, por
lo que, se consideran microorganismos quimiolitotrofos sulfoxidantes. La tasa de
oxidacion qOzmax €n mmoles O,/g proteina*min HS™ de (0.59) fue 2.4 veces mayor
que la del S,0,7 el cual fue de (0.24) y tuvo una constante afinidad por el sustrato
con una Ks de 0.037 mmoles para el HS" y de 0.01 mmoles para el S;052 La
velocidad especifica de crecimiento (u) durante el cultivo por lote se estimé de
0.076 h™'. El intervalo de pH optimo tanto para el crecimiento como para la

sulfoxidacion, se encuentra entre los valores de 9.5 y 10.0. Cuando se limit6 la
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cantidad de oxigeno, la formacion de azufre elemental aumenté. El consorcio C1
en cultivo continuo oxidé el 100% del S,052 alimentado a sulfato (SO4?) durante
el estado estacionario y se estimé un rendimiento celular (Yys) de 2 g proteina/mol
S;03% Aisl6 las cepas AA y AB a partir del consorcio C1, ambas son Gram
negativas y tienen la capacidad de oxidar S,0:% a SO42. El aislado AB fue
identificado como Thioalcalovibrio nitratis (98.7% de homologia) y el AA no
pudo ser identificada. La velocidad especifica de crecimiento durante el cultivo por

lotes lo estimé para AA de 0.035 h y para AB de 0.074 h™,
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2. HIPOTESIS.
Es posible oxidar los compuestos reducidos de azufre como el tiosulfato de sodio
en condiciones de pH 10 empleando microorganismos sulfoxidantes como

biocatalizadores y utilizando bioreactores en cultivo continuo.
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3. OBJETIVOS.

3.1. OBJETIVO GENERAL.
Determinar las condiciones de un sistema continuo para poder llevar a cabo la

oxidacion de compuestos reducidos de azufre en condiciones de alta alcalinidad.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES.
1. Estudiar la oxidacion quimica y biologica del sulfuro y del tiosulfato en una
solucién amortiguadora de carbonatos en un sistema aerobio de pH 10.
2. Caracterizar y operar bioreactores utilizando un catalizador bioldgico en
condiciones alcalinas.
3. Operar y comparar los sistemas implementados.
4. Evaluar el efecto de una alcohol-amina en el crecimiento del biocatalizador

y la oxidacién de compuestos reducidos de azufre.
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4. MATERIAL Y METODOS.

4.1. Biocatalizador.
El biocatalizador alcaldfilo sulfoxidante a utilizar para el trabajo experimental es un
consorcio de microorganismos sulfoxidantes alcaléfilos empleados para llevar a

cabo la oxidacién de compuestos reducidos de azufre.

4.2. Medio mineral.

El medio mineral cuenta con tiosulfato de sodio el cual actua como fuente de
alimentacion para el desarrollo y subsistencia de los microorganismos este medio
mineral sera la fuente de alimentacion para los sistemas a estudiar y cuenta con

los siguientes componentes:

COMPUESTO CANTIDAD (g/L)
NGQCO3 14
NaQSQO3'5HQO 10

NaHCO; 9

NaCl 5

KNO; 0.5

KoHPO, 0.5

Elementos Traza 2 (mL/L)

4.3. Caracteristicas de los bioreactores empleados.

Se implementaran tres bioreactores en los cuales el biocatalizador y medio mineral
seran los mismos pero se diferenciaran en sus caracteristicas fisicas y de control.
En los tres sistemas el control de temperatura y pH se realizard a través del

empleo de un biocontrolador Applikon ADI 1030.
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El primer bioreactor sera un tanque vertical con agitacioén continua el cual contara
con las siguientes caracteristicas: Una capacidad de volumen de 3 litros se
mantendra cerrado herméticamente, con un pH de 10 y una temperatura de 30 °C
y contara con aireacion suministrada por bhombas de aire.

El segundo vy tercer bioreactor seran dos tanques verticales cilindricos con fondo
cdnico, uno con una capacidad de 1.55 L y el otro con una capacidad de 1.63 L,
los cuales seran los tanques de reaccion en ambos sistemas y se les adaptaran
los sensores de pH y de redox. Estos sistemas contaran con otro tanque que sera
el de aireacion con una capacidad de 0.5 L de esta manera se tendra para el
segundo bioreactor un volumen total de 2.05 litros y para el tercer bioreactor un

volumen total de -2. 13 litros.

4.4. Equipos a utilizar en el control de variables.

4.4.1. Biocontrolador ADI 1030.

Este equipo se empleara para llevar a cabo el control de la temperatura y del pH
durante la operacion de los sistemas. En el caso del sistema de tanque agitado se
controlard su temperatura a 30 °C y su pH a 10. En los dos sistemas con
recirculacién a través de este equipo se controlara sélo su pH a 10 ya que se
operaran a temperatura ambiente.

A continuacion se presenta la descripcién y operacion del biocontrolador ADI
1030.

El biocontrolador ADI 1030 es un equipo de control del proceso, capaz de mediry

controlar hasta cuatro parametros a la vez. El equipo de control contiene un
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microprocesador de 8-bits, con soportes l6gicos flexibles inalterables que pueden
controlar hasta cuatro parametros a once salidas (nueve salidas digitales y dos
analogicas).

La interfase fisica, como se ve en la Figura 6, consiste en una presentacion alfa
numeérica de (4 lineas, 40 caracteres cada uno) y un teclado, dividido en 3

porciones (teclas de funcion, teclas especiales y teclas numéricas).

Bio Controller AD11030
——— TN
wee || (G0
.
N
WAIN —

aooeolEaliSa o

\, - (.

applikon

Figura 6. Interfase fisica del biocontrolador.
Las teclas funcién permiten la programacion y la operacion del controlador.
Las teclas numéricas permiten incorporar valores numéricos.
Las teclas especiales son:
FREEZE utilizado en caso de que un sensor no funcione de manera correcta o se
presente alguna emergencia.
MAIN con la cual se regresa al menu principal.
1 (nivel anterior), con la cual se regresa al menu anterior.
La pantalla del AD!} 1030 consiste de cuatro lineas (como se demuestra en la

figura 7):
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Figura 7. Exhibicién del ADI 1030.

La linea 1 muestra las "variables medidas en el proceso", estas son cuatro como
maximo.
La linea 2 muestra para cada variable medida la siguiente informacion:

e el numero de la salida del controlador.

e la tendencia del valor de proceso (debajo o arriba del punto de control,

cerca del punto de control o lejos del punto de control):

Tmuy por debaje del punto de control I debajo del purto de contral 2 * en el punto de control

Imuy porencima del punts de control; ;arriba del punto de control

o el valor de la salida de controlador en (%).
La linea 3 muestra el menu de los soportes légicos inalterables.
La linea 4 muestra las operaciones de las teclas de funcién las cuales sonde F1 a
F5 (estas operaciones dependen de las FUNCIONES disponibles del MENU).
El menu principal presenta cinco menus accesibles PROCESS, MANUAL,

PARAM, CONFIG, UTILITY como se aprecia en la figura 8:
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ADI 1030 MAIN MENU  BIO CONTROLLER

PROCESS MANLAL P AR &M CONFIG UTILITY

HEEEE

Figura 8. Menus principales del biocontrolador.

El meni PROCESS (accesible para las acciones del operador) se utiliza para
manipular fos lazos de control (inicio, paro, memoria y cambio de punto de control)
y para exhibir la informacién relevante.
El mend MANUAL (accesible para las acciones del operador) se utiliza para:

o Calibrar las sefiales del sensor (pH, temperatura, CO,),

¢ Reiniciar los valores de dosificacién al monitor,

e Manipular las salidas que se presentan como TIMER (control de tiempo)

automatico o en modo MANUAL,

e Accién manual de impresion.
El menu PARAM (no accesible para las acciones del operador, requiere de un
codigo de password) y se utiliza para especificar los parametros de "entrada" y de
"control” que se requieren para el equipo de control del proceso.
El ment CONFIG (no accesible para las acciones del operador, también requiere
el codigo de password) y se utiliza para especificar:

e La disposicion (asignacion de la salida a los lazos de control, a las alarmas,

a los contadores de tiempo, a los registradores y a las acciones manuales),
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* Los ajustes seriales de la comunicacién (selecciébn de computadora /
impresién, tipo de interfase y datos formato/valor),

e Ladosis MN (monitor de dosis) factor y asignacion.
El menu CONFIG contiene una opcion de presentacion que se puede utilizar para
verificar la definicion del sistema real.
El menu UTILITY (no accesible para las acciones del operador, también requiere
el cédigo de password) y se utiliza en funciones adicionales como: sistema de
apoyo al codigo de hora, de fecha y del codigo de password, verifica la
informacién como: componentes de la version de los soportes l6gicos inalterables,
la memoria de prueba y el canal serial y los parametros de reajuste o el sistema
completo.
El menu UTILITY también se utiliza para el registro del estado de la maquina;
consecuentemente, la configuracion y los ajustes del parametro son asegurados

contra cambios por personal sin capacitacion y sin autorizacion.

4.4.2. Analizador capilar de iones (Waters).
Este equipo se emplea para el analisis y determinacion de iones S04, $,047, por
medio de electroforesis capilar.
Las concentraciones de iones sulfato (SO42) v tiosulfato (S,04%), se analizan por
medio del analizador capilar de iones (Waters), utilizando las condiciones para el
analisis general de aniones, que a continuacion se presentan:

* Columna de silice fundida de 60 cm de largo X 70 um de diametro

interno.
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e Temperatura de la columna: 25 °C.

e Suministro de energia: negativa, con un voltaje de 15 kV.

o Corriente de 18 a 20 (pA).

e Lampara de mercurio, UV a 154 nm.

¢ Modo de inyeccion: hidrostatica a 10 cm. de altura por 30 segundos.
Para la operacion de este equipo se debe contar con una solucién de electrolito
para la calibracion y el funcionamiento adecuado del equipo.
Preparacion de la solucion de electrolito: En un matraz volumétrico de 100 mL,
adicionar 2.3 mL de la solucion de CIA-Pak OFM anion-BT (Waters), 4.6 mL de la
soluciéon de cromato de sodio 4.6 mM, aforar con agua desionizada a 100 mL.
Mezclar y filtrar en membrana de 0.45 micras antes de su uso. También en lugar
de la solucidon mencionada se puede utilizar el electrolito del distribuidor comercial

High mobility electrolite.

4.4.3. Cromatografo de gases.
Este equipo se empleara para el analisis y medicion del alcohol-amina por
conduccion térmica en una columna capilar de 53 m, a una temperatura de 250 °C
en el horno, en el detector y en el inyector, el volumen de muestra del bioreactor
en fase liquida es de 1 mL y el volumen de inyeccion es de 1 pL. Su forma de
operacion es la siguiente:

1. Abrir la valvula de aire a 6 psia.

2. Encender el cromatografo.

3. Abrir las valvulas de H; y He.
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4. Esperar a que realice su chequeo, hasta que aparece en el cromatografo
POWER ON RESTART.

5. Cargar el programa (Instrument 1 on line) en la computadora.

6. Cargar el método en este caso es Amina.M

7. Cargar la secuencia con las muestras a analizar tanto en el programa como
en el equipo.

8. Después de que dé un flamazo verificar que estén estables los flujos de H;
y aire a 30 y 300 mL/min respectivamente.

9. Iniciar el analisis automaticamente.

4.5. METODOS ANALITICOS.

4.5.1. Determinacion de sulfatos por turbidimetria.
E!l ion sulfato con HCI y cloruro de bario, forma cristales uniformes de suifato de
bario. La absorbancia de la solucion estandar se mide por nefelometria y la
concentracion del ion sulfato se determina por comparacién de la lectura con una
curva estandar.
Reactivos:
e Mezcla de reaccién: Mezclar 30 mL de HCI concentrado, con 300 mL de
H,O destilada, 100 mL de alcohol isopropilico o etilico al 95 % y 75 g de
NaCl. Posteriormente se mezclan con 50 mL de glicerol.

¢ Cloruro de bario: cristales de tamano de malla 20 o 30.
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Solucién estandar de sulfato: Se disuelven 147.9 mg de Na,SO, anhidro en
1,000 mL de H;O. Se hace una curva estandar o de calibracién con
incrementos de concentracién de 5 mg/L en un rango de 0-40 mg/L,
alrededor de 40 mg/L la exactitud del método decrece y la suspension de

BaSQ, pierde estabilidad.

Procedimiento:

1.

2.

Colocar 99 mL de H,0 en un matraz erlenmeyer de 250 mL.

Adicionar 1 mL de muestra.

. Agregar 5 mL de mezcla de reaccién.
. Agitar durante minuto y medio.

. Adicionar 1 g de cristales de BaCl,.

Agitar por un minuto exactamente a una velocidad constante.
Medir la absorbancia a 420 nm. Medir la turbidez generada a intervalos de
30 segundos durante 4 minutos porque el maximo de turbidez ocurre

durante los 2 primeros minutos y la lectura constante de 3 a 10 minutos.

4.5.2. Determinacién de iones SO,?, S;05%, por electroforesis capilar.

Como se vio en la descripcién del analizador capilar de iones (Waters). Este se

emplea para el analisis de los iones sulfato y tiosulfato de una manera automatica.

Procedimiento.

1.

Centrifugar las muestras en viales Eppendorf a 1200 rpm durante 10

minutos.

Filtrar el sobrenadante en membranas de nylon de 13 mm de diametro vy

0.45 pym de tamafo de poro.
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3.

4.

El filtrado se coloca en los viales Eppendorf del equipo.

El analisis se lleva a cabo de forma automatica.

4.5.3. Determinacién de proteina por el método de Lowry.

Esta técnica se emplea para conocer la cantidad de biomasa que se encuentra en

los sistemas a estudiar. Se analiza por la absorbancia y la concentracion de

biomasa se determina por comparacion de [a lectura con una curva estandar de

solucion de albumina bovina en concentraciones de 50 a 250 pg/mL.

Reactivos:

Reactivo A: Sulfato de cobre pentahidratado al 1 % en agua.
Reactivo B: Tartrato doble de sodio y potasio al 2 %.

Reactivo C: Carbonato de sodio al 2 % en hidroxido de sodio 0.1 N.
Reactivo D: 1A + 1B preparar cuando se va a utilizar.

Reactivo E: 1D + 50C preparar cuando se va a utilizar.

Reactivo Folin: Solucion folin 1:1 con agua se prepara cuando se va a

utilizar.

Procedimiento.

1.

2.

Centrifugar 1 mL de la alicuota a 10,000 rpm durante 10 minutos.

Eliminar el sobrenadante y agregar 1 mL de NaOH 1 N agitar y colocar en
un tubo de ensaye (18 x 150).

Colocar las muestras en bafio Maria de 5 a 10 minutos.

Colocar las muestras en el refrigerador.

. Agregar 5 mL de reactivo E y agitar vigorosamente.
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Reposar cada tubo durante 10 minutos.

. Agregar 0.5 mL de reactivo de Folin y agitar.

Reposar las muestras en la oscuridad durante 30 min.

Leer la absorbancia a 590 nm.

4.5.4. Respirometria.

Se basa en la medicion del consumo de oxigeno como una medida indirecta de la

oxidacion de los compuestos reducidos de azufre en presencia del biocatalizador

empleado. El oxigeno se mide utilizando un oximetro YSI modelo 5300. El

procedimiento es el siguiente:

a.

En un matraz se airea la solucion buffer o amortiguadora de fosfatos a pH
de 10 por aproximadamente 30 minutos. Esto con el propésito de saturarlo
de oxigeno.

Se calibra el equipo y en frascos con una capacidad cada uno de 1500 pL,
se colocan 1300 pL de buffer, mas 100 pL de cada sustrato a evaluar, y 100
pL de células suspendidas en solucion salina al 0.85 %.

Se mantiene el frasco en agitacion, a temperatura de 30 °C y un pH de 10.
Se mide el consumo de oxigeno contra el tiempo.

Se calcula la tasa de consumo de oxigeno (mg O,/min) por medio de la
pendiente del consumo respecto al tiempo.

Finalmente se calculan las velocidades de oxidacion de los sustratos (mg
de tiosuifato/g proteina-min) de acuerdo a la estequiometria global de la
reaccion de oxidacion de los compuestos reducidos de azufre considerando

la biomasa y la correccion para la respiracion endoégena. Esta ultima se
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calcula midiendo el consumo de oxigeno sin substrato, es decir al medio
mineral con células sin fuente de alimentacion (tiosulfato) se mide el

consumo de oxigeno con respecto al tiempo.

4.5.5. Determinacion del 2-metilaminoetanol.

A un bioreactor se le administrara medio mineral con una concentracién de 10 mM
de 2-metilaminoetanol con el fin de observar el comportamiento del sistema. Para
determinar la concentraciéon del alcohol-amina tanto en la alimentaciéon como en la
salida del bioreactor se empleara el cromatografo de gases antes descrito.

Para este andlisis las concentraciones en las muestras seran comparadas con las
de una curva patrén la cual estara formada por concentraciones de 10, 30, 50, 70

y 100 mM.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Oxidacion quimica.

5.1.1 Oxidacién quimica del tiosulfato.

Por pruebas de respirometria se determino la velocidad de oxidacion quimica del
tiosulfato. Los resultados se presentan en la Figura 9.

Se observa que la velocidad de oxidacion quimica del tiosulfato es de alrededor de
0.0077 mg O2/min a una concentracion de 0.1 mM. Por medio de la reaccién de

oxidacion total de tiosulfato S,0,” +20, + H,0 — 250, +2H" se determin¢ la

conversion de tiosulfato a sulfato teniendo una cantidad de 0.006 mg de S,057 y
de 0.348 mg de O, en un volumen de 0.06 L de medio mineral con pH 10, se
obtuvo una conversion de 0.0192 mg de SO4'2, suponiendo una oxidacién
completa del compuesto. Esto representa el 100 % de tiosulfato oxidado. De
acuerdo a estos resultados, se puede afirmar que el tiosulfato es estable no
presentando variaciones en presencia de oxigeno alin en bajas concentraciones y
en valores de pH alcalinos (pH 10). En un trabajo reportado por Velasco, ** se
encontré que el tiosulfato es un compuesto estable, también en condiciones

neutras.
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Figura 9. Velocidad de oxidacion quimica del tiosulfato.

5.1.2 Oxidacién quimica del sulfuro.

La oxidacion quimica del sulfuro se determind por respirometria a las mismas
condiciones que para el tiosulfato. Los resultados se presentan en la Figura 10. Se
observa que tiene un comportamiento en tres fases, a un intervalo de
concentracion de 0.1 mM a 0.4 mM se tiene la primera fase, donde los
incrementos en la velocidad de oxidacidn muestran una tendencia lineal teniendo
una velocidad maxima de 061 mg O;/min, después al incrementar la
concentracion del sulfuro la velocidad de oxidacion aumenta formando la segunda
fase de 0.5 mM a 1.5 mM intervalo en el cual la velocidad de oxidacién se
mantiene practicamente constante a 1.17 mg O,/min, la tercera fase esta formada
por concentraciones de sulfuro en un intervalo de 2 mM a 3 mM presentando
velocidades de oxidacidn constantes a 1.58 mg O./min. La velocidad de oxidacién
por O2 resultd significativamente mayor a la representada por el tiosulfato,
teniendo una velocidad maxima de 1.58 mg Oz/min con una concentracion de 3

{27

mM de sulfuro. Los resultados reportados por Plas “"* sefialan una alta demanda

de oxigeno por parte del sulfuroa 30 °C y aunpHde 7.
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Esto demuestra la inestabilidad del compuesto en presencia del oxigeno, es decir,
que el sulfuro tiene una alta demanda de oxigeno lo que explica parte de la
toxicidad del compuesto y la necesidad de evitar su descarga en mantos

acuiferos.
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Figura 10. Velocidad de oxidacion quimica del sulfuro

5.2 Oxidacion biologica de sulfuro y tiosulfato. Estudios de respirometria.

5.2.1 Biocatalizador.

Como se menciono en la introduccion, en la naturaleza existen microorganismos
que oxidan compuestos reducidos de azufre en condiciones tanto acidas, como
neutras y alcalinas. Para el desarrollo de este trabajo, el grupo de laboratorio aislo
de suelos alcalinos de zonas aridas diferentes microorganismos con capacidad
sulfoxidante en condiciones de alta alcalinidad.

Se utiliz6 en el desarrollo experimental de este trabajo un consorcio de
microorganismos que son bacterias Gram-negativos y oxidan al sulfuro y al
tiosulfato para obtener su energia de crecimiento.

Al consorcio se le denominé “biocatalizador”.
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5.2.2. Oxidacion biologica del tiosulfato.

Con el fin de determinar los parametros cinéticos de oxidacién del tiosulfato por el
biocatalizador, se determiné la velocidad de oxidacién del sustrato (tiosulfato) por
respirometria. La Figura 11 muestra el efecto del biocatalizador en distintas
concentraciones de tiosulfato. Teniendo una V maxima de oxidacién de 15.58 mg
Oz2/g proteina-min, mientras la concentracion de substrato (Kw) fue de 0.21 mM.

La concentracion de tiosulfato que permite una actividad maxima es de 1 mM. No
hay efecto tdxico del tiosulfato en el dominio experimental, por lo tanto, se puede
planear la utilizacion de una concentracion de 1 a 5 mM de tiosulfato para evitar
todo tipo de limitaciones.

La Vimax. Obtenida es similar a los valores obtenidos por Sorokin y colaboradores %
con el genero Thioalkilivibrio (17.6 mg Oz/g proteina:min). Sin embargo, se alejan

del género Thioalkalimicrobium (120 mg Oz2/g proteina-min).
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Figura 11. Velocidad de oxidacion biologica del tiosulfato.
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5.2.3. Oxidacion biolégica del sulfuro.

La velocidad de oxidacién del sulfuro por el biocatalizador, se determiné mediante
pruebas de respirometria. La Figura 12 muestra el comportamiento del sulfuro
para el sistema. Se obtuvo una V maxima de oxidacion de 11.4 mg O2/g
proteina-min, mientras la constante de saturacién del substrato (Ks) fue de 0.4
mM.

La concentracion de sulfuro que permite una actividad maxima es de 0.7 mM.

Plas, @7

en su trabajo reportaron una maxima actividad bioldgica a una
concentracion de 3 mM de sulfuro con un pH 7 y 30 °C y al incrementar la
concentracién de sulfuro se mostraron efectos toxicos y un decaimiento en la

actividad biologica.
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Figura 12. Velocidad de oxidacion biolégica del sulfuro.
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5.3 Reactor agitado.

5.3.1 Arranque del sistema.

Para el desarrollo de este trabajo se puso en operacién un bioreactor con
agitacién con las siguientes caracteristicas: 3 L de volumen, con sensores de
temperatura y pH, agitacion y aireacién constante. El volumen de llenado fue del
80%. Y para la posible operacion del bioreactor este se inoculé con 5 mL del
biocatalizador y se operé el sistema a 30 °C, 400 rpm de agitacion y con un pH de
10, tanto el pH como la temperatura fueron controladas por el biocontrolador ADI

1030.

5.3.2. Efecto de la tasa de dilucion sobre el crecimiento microbiano y la
oxidacion del tiosulfato.

Una vez estabilizado el sistema se estudio el efecto de la tasa de dilucion sobre el
crecimiento y la actividad sulfoxidante del consorcio, los resultados se presentan
en la Tabla 5y la Figura 13.

Se encontré que el consorcio oxida completamente al tiosulfato hasta una tasa de
dilucion de 1d”, teniendo una carga de sulfato (QSO42') de 6.7 g/L-d y una
eficiencia de oxidacién del 97.7 %.

El incremento en la tasa de dilucion de 1 d" a 1.3 d”" provocé el lavado del reactor,
por lo que la velocidad maxima de crecimiento se encuentra cercana a 0.054 h™.
El desarrollo del consorcio presento una disminucion del valor de proteina cuando
se incremento la tasa de dilucion (D) de 0.4 d"a 0.7 d', pasando de 125 mg/L a

71 mg/L respectivamente. Este comportamiento es similar a los reportados por
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Alcantara, " para un consorcio sulfoxidante que crece en valores de pH cercanos

a la neutralidad. El rendimiento del consorcio fue de 7 goiomasa/molticsuifate, que es

comparable a

sulfoxidantes.

lo

reportado por Sorokin,

(30

para estos microorganismos

Tabla 5. Balance del azufre en el cultivo continuo del consorcio sulfoxidante. La

concentracién de S,0,% utilizada fue de 4.0 g/L.

D | QS,0;2 QS S0,2 QS0,% S,0,% QS,0,° S QS | Proteina
(e) (e) (s) (s) (s) (s) (s) (s).
d’ g/Ld g/Ld g/L g/Ld g/L g/Ld gL g/td | mg/Ld
0.4 1.6 0.9 6.7 27 0 0 222 0.89 125
0.7 2.8 1.6 6.7 4.7 0 0 214 15 71
1 4.0 2.3 6.7 6.7 0 0 20 20 72
1.3 52 2.9 0 0 4 9.6 416 541 0
8_
_16— 3
S 3 3
I_f:l [{w]
2 =
1
0

O™y

Figura 13. Efecto de la tasa de dilucion sobre el crecimiento y produccién de sulfato

del biocatilizador (m sulfato, eproteina).
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5.4. Reactor con recirculacién.

5.4.1. Descripcion del sistema con recirculacion.

Los sistemas de recirculacion se han implementado con el fin de favorecer Ia
oxidacion parcial de los compuestos reducidos de azufre a azufre elemental estos
sistemas cuentan con dos recipientes uno que representa el tanque de reaccion y
el otro es el tanque de aireacion. El tanque de reaccion es el recipiente que recibe
la alimentacién y el flujo de liquido saturado de aire proveniente del tanque de
aireacion, en el tanque de reaccidén es donde se realiza la oxidacion de los
compuestos reducidos de azufre, y en el cual se lleva a cabo la sedimentacién del
azufre debido a que presenta una zona en la que no hay turbulencia. El tanque de

aireacioén es en el cual el liquido se satura de aire.

5.4.2. Tanque de aireacién. El oxigeno como una variable controlable.

En el trabajo realizado en e! laboratorio la aireacion es suministrada por una
bomba de aire y por un difusor manteniendo una cantidad de oxigeno controlada
en 0.005 g/L. Este tanque tiene como funcion la de saturar de aire una
determinada cantidad de liquido para posteriormente recircularlo al tanque de
reaccion y de esta manera permitir la oxidacion de los compuestos reducidos de

azufre.
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5.4.3. Relacion molar 0,/S,0;7

El flujo de liquido que pasa por el tanque de aireacion es saturado de oxigeno y
recirculado al bioreactor a través de una bomba de velocidad variable, por lo que,
pueden tenerse varias cargas de oxigeno (QQO;) al ser diferente el fiujo de liquido
recirculado (Fr) como se describe en la (Ecuacion 11).

La (Ecuacién 12) muestra la carga de tiosulfato (QS,0,%) en funcién del flujo de
alimentacién y el volumen del reactor (D, d'). Consecuentemente en un sistema
continuo la relacion molar 0,/S,0,* puede ser tedricamente controlada y asi el
nivel de oxidacion (parcial formando azufre elemental o completa a sulfato) del

tiosulfato.
Fy
0, = [7](@: ) (an

Q.\'zo;’ = [%} (C,\',n;i ) 12)

Donde V. es el volumen del reactor, C, es la concentracion de oxigeno en el

0,
tanque de aireacion, C,, es la concentracion de tiosulfato presente en la

alimentacion, F, es el flujo de liquido recircuiado al tanque de reaccidény F, es el

flujo de alimentacion.

La relacion teorica 02/82032' {Rmt) se define como:

R == N/ (13)
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5.4.4, Tanque de reaccion y sedimentacion.

En los bioreactores con recirculacion el tanque de reaccion y sedimentacion es
donde se mezcla la alimentacion fresca con el liquido saturado de oxigeno. Esta
mezcla reacciona con el biocatalizador llevando a cabo la oxidaciéon completa del
tiosulfato a sulfato y la oxidacion parcial del tiosulfato a azufre elemental.

En este tanque regularmente se genera una diferencia de turbulencias de manera

que en la parte inferior se obtenga la menor para permitir la sedimentacion de

azufre.

5.4.5. Descripcion de los sistemas estudiados.

Los sistemas estudiados cuentan con un tangue de reaccion y con otro tanque, el
de aireacion. Estos sistemas se diferencian por el volumen del tanque de reaccion
ya que el primero es de 1.55 litros y el segundo es de 1.63 litros y el volumen del
tanque de aireacion es de 0.5 litros, teniendo de esta forma volumenes totales de
2.05 litros para el primer sistema y 2.13 litros para el segundo sistema, los dos
sistemas operan a temperatura ambiente y pH 10. El pH es controlado por el
equipo de control ADI 1030 a través de un sensor de pH. Como otra variable de

medicion se les coloco un sensor para medir su potencial redox por un equipo de

ORP.
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5.4.6. Oxidaciéon completa a sulfato.

5.4.6.1. Sistema 1.

Para el arranque de este sistema se le alimentd el medio mineral con tiosulfato
descrito en material y métodos y se inoculd con 5 mL de biocatalizador
manteniéndose solo con recirculacion a través de una bomba (B2) y aireacion
hasta que se estabilizé el sistema.

Una vez estabilizado el sistema ver Figura 14 se comenz6 a alimentar el medio
mineral fresco de forma continua al taque de reaccién a través de la bomba (B1)

operando diariamente a condiciones de pH 10 y temperatura ambiente.

s

Sensor Redox Sensor de pH

I

Ajre

Lfl .!/’ z
)LD

Tanque de  Alimentacion

Tangue de

Aireacian Reaccian

Efluente

Figura 14. Diagrama del primer sistema con recirculacion.
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Posteriormente se estudio el efecto de la tasa de dilucion sobre el crecimiento y la
actividad del biocatalizador, los resultados se presentan en la Tabla 6.

Los resultados muestran que el biocatalizador oxida completamente al tiosulfato
en una tasa de dilucion de 0.9 d"y una R de 2, de esta forma se obtiene una
carga de sulfato de 6.12 g/Ld teniendo una eficiencia de oxidacion del 100%. A
esta tasa de dilucion se obtuvo un potencial redox de -0.3112 V.

El biocatalizador presente a una tasa de dilucién de 0.9 d” y una Ry de 2 es de
23.9 mg/L y se observa que al incrementar la tasa de dilucion la cantidad de
proteina disminuye hasta llegar a 12.9 mg/L a una tasa de dilucion de 1.1 d” porlo
que se aprecia que a tasas de dilucion superiores de 1 d™* el sistema comienza a

perder proteina y a lavarse el sistema.

Tabla 6. Balance del azufre en el primer sistema con recirculacion. La concentracion
de S;0,” utilizada fue de 4.0 g/L.

D |QS,0,7 QS [S0.? QS0,? S,0,%7 QS,0s° S QS | Prot |Redox
(e) (e) | (s) (s) (s) (s) (s) (s)
d’ gLd g/Ld| g/L ¢/Ld g/L g/Ld gL g/lLd |mg/L| mV

0.6 24 1.37| 6.8 4.0 0.0 0.0 230 1.38]19.9|-3144

0.7 2.8 16| 7.0 4.9 0.0 0.0 233 1.63 (289 |-3112

0.9 3.6 2.06| 6.8 6.1 0.0 0.0 228 2.05|23.9|-289.1

1.1 4.4 251| 54 59 0.9 099 231 255129 -2681
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5.4.6.2. Sistema 2.

Este sistema como se observa en la Figura 15, para su puesta en arranque se
aliment6 con medio mineral rico en tiosulfato, se inoculo con biocatalizador y se
mantuvo con recirculacion por medio de la bomba (B2) y con aireacién.

El bioreactor empezé a operar en estado continuo una vez estabilizado el sistema
con mediciones de sulfatos, biomasa y redox a condiciones de operacion de pH 10

y temperatura ambiente.

Sensor Redox Sensorde pH

e --‘*&‘cj

B2 B1

Ajre

0 |

N R4

u

Tangue de 9
Alreacion Reacciin

u . .,
Tangue de Alimentacion

Eftuente

Figura 15. Diagrama del segundo sistema con recirculacion.
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Una vez en operacién se llevo a cabo el estudio del efecto de la tasa de dilucion
sobre la oxidacién del tiosuifato y la actividad del biocatalizador en el sistema, los
resultados se presentan en la Tabla 7.

Los resultados muestran que el consorcio sulfoxidante oxida completamente al
tiosulfato en una tasa de dilucion de 0.7 d”' y una Ry de 2 teniendo una carga de
sulfato de 4.76 g/Ld con una eficiencia de oxidacién del 92 % y un potencial redox
de -0.2647 V.

El biocatalizador presente en este sistema fue de 11.2 mg/L a una tasa de dilucién
de 0.6 d' y al aumentar la tasa de dilucién aumento la cantidad de proteina dentro
del sistema llegando como maximo a 21.5 mg/L y después vuelve a decrecer
hasta 14.3 mg/L por lo que corroborando los resultados anteriores a una D mayor

a1d", el sistema entra en condiciones de lavado.

Tabla 7. Balance del azufre en el segundo sistema con recirculacién. La

concentracion de S,0;% utilizada fue de 4.0 g/L.

D [ QS;0;° QS [S0,? QSO0,? S,057 QS,0;7 S QS |Prot| Redox
(e) (e) | (s) (s) (s) (s) (s) (s)

d'| gild glld| gL glkd gL  glld g/l gld mg/ | mV

0.6 2.4 137 | 6.3 3.78 0.0 0.00 210 1.26 (11.2]-264.7

0.7 2.8 16 | 6.8 4.76 0.0 042 228 159 (215]-2655

11 4.4 251 | 61 6.71 0.5 055 232 255(19.2]|-322.0
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5.4.7. Formacion de azufre elemental.

Como se esperaba, la disminucion de la Ry, permitié favorecer la oxidacion parcial
del tiosulfato en azufre elemental. Se observé en ambos sistemas que una
relacion molar tedrica oxigeno/sustrato cercano a 0.2 disminuyé la produccion de

sulfato en los sistemas. Los resultados se presentan a continuacion.

5.4.7.1. Sistema 1.

La cantidad de azufre dentro del primer sistema se mantuvo en suspension debido
a que no se puede formar una diferencia de turbulencias dentro del tanque de
reaccion debido posiblemente a la altura del mismo. Esto provoca que se presente
turbulencia en todo el tanque e impide la sedimentacion de azufre elemental.
Como se observa en la Tabla8,aunaD=0.6 d’ y una Ryt de 0.2, se obtiene una
cantidad de azufre elemental en suspensién el cual fue obtenido a través de la
centrifugacion de 1 L de liquido del efluente del sistema, de la pastilla obtenida de

esta centrifugacion se considera de a cuerdo a la literatura, %

que un 90 % es
azufre y un 6 % es biomasa. De esta forma se llega a obtener una cantidad

maxima de 1.35 g/L. de azufre elemental junto con 90 mg/L. de biomasa.

5.4.7.2. Sistema 2.

Este sistema conté con mayor altura en el tanque de reaccién y esto permitié crear
una diferencia de turbulencias dentro del tanque generando menos turbulencia en
la parte inferior permitiendo de esta forma la sedimentacién de azufre elemental.
La cantidad de azufre obtenida dentro del segundo sistema se muestra en la Tabla

9. En este sistema se obtuvo azufre tanto en sedimentacién como en suspension.
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De la muestra total obtenida se considera de a cuerdo con la literatura, % que un

90 % es azufre y un 6 % es biomasa. Por lo que, se obtiene una cantidad maxima

de azufre elemental (sedimentado mas suspendido) de 2.4 g/l y una cantidad

maxima de biomasa de 125 mg/L dentro del sistema.

Tabla 8. Azufre elemental y biomasa en el primer sistema con recirculacién a una

tasa de dilucion de 0.6 d’ y un R,y de 2y 0.2,

Azufre (g/L) Biomasa (mg/L) Rmt
Total
Sedimentado En suspension
0.0 1.35 90 0.2
0.0 0.0 20 2

Tabla 9. Azufre elemental y biomasa en el segundo sistema con recirculacion a una
D=09d"yunaRn,de2y0.2.

Azufre (g/L) Biomasa (mgiL) Rmt
Total
Sedimentado En suspension
2.0 0.44 125 0.2
0.0 0.0 20 2
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5.5. Efecto del 2-metilaminoetanol.

Se puso en operacion el segundo sistema con recirculaciéon con una carga de
tiosulfato de 4 g/Ld y una Ry de 0.2, es decir de oxidacion completa a sulfato. Una
vez estabilizado el sistema se le adicioné al medio mineral en la alimentacién una
concentracion de 10 mM/L de 2-metilaminoetanol y se puso en operacién a
temperatura ambiente, pH 10 y una tasa de dilucion de 0.6 d™".

El 2-metilaminoetanol es un compuesto que se utiliza como solucién de absorcién
en los procesos de endulzamiento de gas natural, y presenta las siguientes
s [486, 47]

caracteristica

¢ Férmula CH3NHCH,CH,OH

Peso Molecular de 75.11

e Toxicidad oral, rat. LD50: 1390 mg/kg

¢ Liquido viscoso de color ligeramente amarillento.

¢ Su punto de ebullicién es de 155-156 °C.

¢ Su punto de ignicién es de 349 °C.

¢ Densidad de 0.94

¢ Es miscible en égua bajo condiciones normales.
Los resultados mostrados en esta parte del estudio demuestran que en
concentraciones muy bajas de 2-metilaminoetanol 10 mM/L afectan al sistema.
Como se ve en la Tabla 10 y en la Figura 16 a los pocos dias de operacion el
biocatalizador fue afectado negativamente, disminuyendo la formacion de sulfato
de 7.9 g/L, condiciones sin la alcohol-amina, a valores de 1.7 g/L con la adicién del

alcohol-amina.
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Tabla 10. Operacién del sistema con una concentracién 10 mM de

2-metilaminoetanol en condiciones de alta alcalinidad y unaD = 0.6 d™.

DIA S0, Proteina

gL mg/L
0 0.00 0.00
1 7.03 17.02
2 7.87 18.13
3 7.90 1.7
4 6.47 1.94
5 6.28 0.00
6 6.14 0.00
7 3.29 0.00
8 1.72 0.00

Sulfatos [g/L]
[7/6w] eulsjoid

Dias [d]

—e— Sulfatos Proteina

Figura 16. Efecto del 2-metilaminoetanol en un bioreactor con recirculacion.
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Durante la operacién del sistema con la alcohol-amina se analizaron las muestras
obtenidas del sistema en el cromatografo de gases para su determinacién. Los
resultados se presentan en la Tabla 11.

En estos resuitados se muestra que la concentracion en la alimentaciéon es mucho
mayor que el de la salida podria sugerirse que a bajas concentraciones del

alcohol-amina reacciona con los compuestos dentro del sistema.

Tabla 11. Datos del cromatégrafo de gases. Dias de la operacion del sistema con la

alcohol-amina tanto en la alimentacion como en la salida.

DIA ALIMENTACION SALIDA
mM mM
1 9.8 3.2
2 9.9 42
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6. CONCLUSIONES.

1.

La velocidad de oxidacion quimica mostré que el tiosulfato no muestra
variaciones en presencia de oxigeno en condiciones alcalinas pH 10 teniendo
una Vpax de 0.0077 mg Oz/min. El mismo comportamiento se ha reportado en
condiciones de neutralidad.

El sulfuro presenté inestabilidad ya que mostré tres fases en su velocidad de
oxidacién en presencia del oxigeno a un pH 10 siendo la velocidad méaxima
de oxidacion de 1.58 mg O,/min.

En la oxidacion biologica para el tiosulfato se tuvo una V. de 15.58 mg Oz/g
proteina-min a una concentracién de 0.21 mM y para el sulfuro se tuvo una
Vmax de 11.4 mg O,/g proteina-min a una concentracion de 0.4 mM. De esta
manera se verific6 que al utilizar microorganismos, estos aceleran el
consumo de oxigeno desarrollando velocidades de oxidacidon mayores.
Debido a la inestabilidad del sulfuro y su dificil manejo se emple6 el tiosulfato
para realizar el estudio con los sistemas sulfoxidantes.

El bioreactor con agitacion tuvo una eficiencia del 97.7 % de conversién de
tiosulfato a sulfato en las tasas de dilucion de 0.4 a 1 d”'. Al incrementar la
tasa de dilucién a 1.3 d”' el sistema se lavo, encontrandose una velocidad
maxima de crecimiento cercana a 0.054 h™'. A una tasa de dilucién de 1d”" se
obtiene la mayor carga de sulfato de 6.7 g/Ld con una carga de azufre
elemental de 2 g/l.d y 72 mg/L. de proteina.

Para el primer sistema con recirculacion se obtuvo la mayor eficiencia a una
tasa de dilucion de hasta 0.9 d”' y una R, de 2 presentando una oxidacién

completa a sulfato teniendo una QSO,* de 6.12 g/L.d y 23.9 mg/Ld de
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proteina. En este sistema no hubo sedimentaciéon de azufre pero presentd
azufre en suspensidon de esta manera se encontré6 una maxima can'tidad de
1.35 g/L de azufre junto con 90 mg/L de biomasa a una tasa de dilucién de
06d'y unaRnde 0.2y se comprueba que a una Ry alta se lleva a cabo la
oxidacion completa del tiosulfato formando menor cantidad de azufre
elemental.

El segundo sistema con recirculacién se utilizd para poder llevar a cabo la
sedimentacion del azufre que no se obtuvo con el sistema anterior
obteniendo para este sistema una eficiencia de 92 % de conversion a S0%
a una tasa de dilucion de 0.7 d”' y una Ry, de 2 presentando una QSO,* de
476 g/Ld y 21.5 mg/Ld de proteina. En este sistema se presenté azufre
elemental tanto en sedimentacion como en suspension a una tasa de dilucion
de 124" y una Ry de 0.2 teniendo de esta forma una cantidad maxima de
2.44 g/L de azufre elemental y 125 mg/L de biomasa.

Para ambos sistemas con recirculacién se considero el potencial redox, el
cual fue util para poder corroborar la similitud tanto de los potenciales
obtenidos experimentalmente, en este trabajo, como en los de la reaccion
tedrica en la cual se produce sulfato, obteniendo de esta forma potenciales
experimentales de -0.3112 V y de -0.2647 V respectivamente donde el
primer sistema es el que presenta una mayor aproximacion al valor de la
media reaccion el cual es de -0.356 V.

El compuesto 2-metilaminoetanol resulté toxico para el biocatalizador,
provocando un lavado del sistema aun a bajas concentraciones de la amina.

Lo que indica su nivel de toxicidad para sistemas vivos.
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