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RESUMEN.

La produccién y uso de energia son la mayor fuente de contaminacién de los ecosistemas,
esto como consecuencia del empleo excesivo e inadecuado de los combustibles fosiles y
sus derivados. Entre los contaminantes de importancia y que es necesario disminuir sus
emisiones al ambiente, se encuentran los compuestos de azufre, los cuales presentan
problemas de toxicidad, corrosién y mal olor.

El presente trabgjo se dirige al tratamiento de compuestos reducidos de azufre, presentes en
atas concentraciones en efluentes de desecho provenientes de la industria petrolera (aguas
&cidas, amargas y desflemadas).

En esta tesis se muestran los resultados de la operacion, caracterizacion y modelado de un
Sistema Sulfoxidante (SS) de tiosulfato (contaminante modelo) cuyo producto deseado es
el azufre elemental.

El capitulo 1 a manera de introduccion se tocan temas como la contaminacion por
compuestos de azufre y medios de tratamiento: fisicoquimicos y bioldgicos;
instrumentacion en bioprocesos para la medicion del  potencial hidrogeno (pH), potencial
de oxido-reduccion (ORP) y oxigeno disuelto (DO); manifestando la relevancia que tienen
para este trabajo. El modelado en bioprocesos también es abarcado.

El capitulo 2 presenta los materiales y mé&odos usados, describiendo la conformacion del
SS, conceptos que ayudan a caracterizarlo, asi también las técnicas de medicion analiticas y
microbianas.

La presentacion y discusion de los resultados se muestran en el capitulo 4, estos agregaron
nuevos elementos de caracterizacion y conocimiento de la respuesta y limitaciones del SS a
cambios operacionales en condiciones micro-aerobias.

Se encontr6 que el SS posee una tasa de dilucion critica (D «itica) €0 condiciones de
limitacion de oxigeno cercana a 0.8 d*, valor que esta conforme a las condiciones
experimentales a las cuales ya habia sido operado el SS, asi que la utilizacién de un soporte
de microorganismos en el SS permitiria separar la velocidad de oxidacién de la D gitica,

Se propone un material denominado tubo Poliflex € cual puede ser usado como soporte de
microorganismos para incrementar la velocidad de remocion bioldgica de compuestos
reducidos de azufre, el cua resulté tener la mayor capacidad de adherir biomasa a su
superficie que otros materiales probados, ademas de poseer la mayor densidad de area.

El consorcio sulfoxidante mostr6 como caracteristica particular la falta de adaptabilidad a
cambios operacionales, es por eso que € SS con rango de operacion en la tasa de dilucion
(D) mayores o cercanas a 1.0 d™*y de limitacién de oxigeno, no representa un buen estado de
operacion, pues los rendimientos y selectividad a azufre asi como la conversion de tiosulfato
son bajos comparados a los registrados atasas D< 1 d™, ademés de que bajo este régimen de
alimentacidon € SS es inestable, con riesgo a perder los microorganismos por un lavado, ya
que latasade dilucién critica paraeste SS esde 0.8 d™.

Launidad que alimenta de oxigeno a SS llamada aireador provoca un efecto negativo en la
oxidacion parcial del tiosulfato a azufre elemental, pues al existir [O;]>1 mg /L se favorece
la produccién de sulfatos y el inmediato decremento en la produccién de azufre, se
demuestra que €l aireador consume mas del 50% del oxigeno alimentado al sistema,
proponiéndose posibles criterios de disefio y operacion para disminuir la oxidacion total a
sulfato.

Se encontré experimentalmente que las concentraciones de tiosulfato (S,0s%), oxigeno
disuelto (DO) y pH determinan principalmente €l valor del ORP en el caldo de fermentacion.
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Se propuso una correlacion que puede ser Util para conocer de manera indirecta la
concentracion de S,05% (dificil de medir en linea) a partir de la medicién del ORP, pH y DO.
Un modelo matematico del SS es propuesto, este predice en forma satisfactoria la
concentracion de azufre elemental, presentando ligeras desviaciones en la concentracion de
sulfato con relacion a los datos experimentales para una serie de estados estacionarios.

El SS objeto de estudio, arrojé informacion importante, a cuanto criterios de operacion y
disefio; ademas de técnicas de medicion sencillas que podrian permitir conocer el estado de
funcionamiento que guarda e SS, y que junto con e modelo matemético se podria
proponer una estrategia de control que favorezca la formacion de azufre elemental.



NOMENCLATURA

N;
n;
[O,]a

[O.]e
OCAT
OCRT

[0,]¢

[ OZ ] NUTR
ORPredido
ORPyred
ORPeal
[0X]

Q5 reactor
Q5 enctor
Qo,
Q
Qu:
Q. .

0;
Qszosz'

Area bajo la curva de absorbancia indicada por e HPLC
Tasadedilucion, h*
Tasade dilucion, referidaal volumen del reactor, h*
Tasade dilucion de recirculacion, referidaal volumen del reactor, h
Tasade dilucion, referidaal volumen del aireador, h™

Tasa de dilucion de recirculacion, referidaal volumen del aireador, h
Tasade dilucion critica, h

Tasadedilucion del aire, ht

Potencial redox estandar, mV

Flujo de alimentacion, L/h

Flujo deaire, L/h

Flujo de aire, L/min
Constante de Faraday, (9.64* 10° coloumb/mol)
Flujo de aire ,L/hr

Constante de saturacion o inhibicion, mg/L
Coeficiente de transferencia de oxigeno, h*
Cosficiente de particion, adimensional
Numero de electrones transferidos

Moles del compuesto oxidado

Moles del compuesto reducido

Concentracién de oxigeno disuelto en €l reactor , mg O,/L
Concentracién de oxigeno disuelto en €l aireador; mg O,/L

Oxigeno Consumido por e Aireador calculado por Transferencia, mg O,/L
Oxigeno Consumido por el Reactor calculado por Transferencia, mg O./L

Concentracion de oxigeno en € aire
Concentracion de oxigeno disuelto en la alimentacion , mg O,/L

Potencial redox medido de una solucion, bajo una atmésfera controlada, mV
Potencial redox calculado, mV

Potencial redox medido en € reactor, mV
Actividad del compuesto oxidado, mol/L

Carga de oxigeno alimentada, referida a volumen del reactor, mg O./L h
Carga de oxigeno alimentada, referidas al volumen del aireador, mg O/L h
Carga de oxigeno consumida, mg O,/L h

Cargade azufre, mg S/L h

Carga de sulfato, mg SO4%/L h

Carga de sulfito, mg SOs*/L h

Carga detiosul fato consumida, mg S,05%/L h



0o, X Velocidad de consumo de oxigeno en el aireador, mg O,/L h

Js Tasa especifica de remocion, mg S,0s>/mg biomasad

R Flujo derecirculacion, L/h

Ry Constante de los gases (8.31 Jmol K)

R Relacion molar 0,/S,05° estequiométrica, adimensional

R, Relacion molar O,/S;05° tedrica, adimensional

R, Velocidad de formacion de azufre, mg HS/mg N h

R Velocidad de formacion de azufre, mg S,0s>/mg biomasa h

R.. Velocidad de formacion de sulfato, mg HS/mg N h

R o V elocidad méxima de formacion de azufre, mg S,03%/mg biomasa h

R V elocidad méxima de formacion de sulfato, mg S,05%/mg biomasa h

R o V elocidad méxima de formacion de azufre, mg HS/mg N h

R o V elocidad maxima de formacion de sulfato, mg HS/mg N h

R2. Velocidad de formacion de sulfato en el reactor, mg S,05°/mg biomasa h

RS, Velocidad de formacion de sulfato en el aireador, mg S,05°/mg biomasa h

RSZQ Velocidad de formacion de tiosulfato; mg HS/mg N h

R, o Relacion molar O,/S,05” calculada a partir del oxigeno total transferido por
el aireador, adimensional

[red] Actividad del compuesto reducido, mol/L

[S,0, |ueuase CONCENtracion de tiosulfato calculada por la ecuacion 4-8, mg S,05%/L

T Temperatura absoluta, K

ty Tiempo de duplicacién, h

tr Tiempo de residencia, h

t? Tiempo de residenciaen €l aireador, h

V Volumen reactor, L

V, Volumen del reactor , L

V,+V, Volumen total del sistema,, L

Ve Volumen de aire en €l aireador, Laire

Vg Volumen de aireador, L

Ve Volumen de aire en aireador, L

Vgas Volumen de la fase gas, L

Viotal Volumen de reactor y aireador, L

wm Volumen de aire por volumen de liquido por minuto, min™

X Concentracién de biomasa, mg biomasa/L

YV Coeficiente de rendimiento, mg biomasal mg S,05*

S
YV Coeficiente de rendimiento, mg biomasa/ mg S,05*
07
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2-

YX/ Coeficiente de rendimiento, mg biomasal mg S,03
5,05

f 02gas Flujo de oxigeno ala fase gas; mg/h

Mhax V elocidad méxima de crecimiento, h*

Subindices:

A Reactor

B Aireador

G Fase gaseosa
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1 INTRODUCCION

La investigacion cientifica para el control y prevencion de la contaminacién, de acuerdo a
varios reportes (Hill, 1997a; Monticello y Finnerty, 1985), coincide en lo sefialado por
Bennet (Bernstein, 1981), en gue la produccion y uso de energia son la mayor fuente de
contaminacion de los ecosistemas. Esto como consecuencia del empleo, en dispositivos
inadecuados, de los combustibles fosiles y sus derivados. De acuerdo a Hill (1997a) en
Estados Unidos aproximadamente el 85 % de la energia utilizada proviene de estos
combustibles.

Entre las fuentes de contaminantes a aire se pueden distinguir: @) los naturales como la
proveniente de volcanes, incendios forestales; y b) los no naturales divididos en dos tipos.
los moéviles como los vehiculos automotores y los fijos como el proveniente de industrias,
oficinasy hogares entre otros.

En las grandes ciudades, las fuentes no naturales rebasan significativamente a las
provenientes de fuentes naturales. Al respecto se reporta que en el caso del bidxido de
azufre se emiten anualmente en la ciudad de México, en forma global, aproximadamente
206 mil toneladas, de las cuales menos del 0.5% proviene de fuentes naturales (SGEEyPA,
1992).

Dentro de los contaminantes de importancia en e dmbito mundial, los compuestos
azufrados tienen gran relevancia debido al impacto ambiental adverso que provocan en la
naturaleza. Su emision a ambiente est4 asociada a la lluvia acida, fenémenos de corrosion,
mal olor y dafios a la salud debido a latoxicidad de algunos de estos compuestos (Manion,
1992; McEldowney y col. 1993). Janssen (1996) afirma que la emisién global de azufreala
atmosfera es de alrededor de 200 millones de toneladas por afio.

En la actualidad el enfoque pararesolver los problemas de contaminacion se ha modificado
y los procesos fisicoquimicos en uso, con atos consumos de energia y generacion de
contaminantes secundarios, empiezan a tener un complemento y alternativa en los procesos
biotecnoldgicos, particularmente cuando se tienen concentraciones de contaminantes donde
los procesos fisicoguimicos son ineficientes. Estos procesos han cobrado cada vez mayor
interés y la investigacion desarrollada ha sido aplicada a procesos industriales con

resultados exitosos.
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Para el caso de las emisiones de azufre reducido, los microorganismos que se usaron en el
presente trabajo corresponden principalmente a bacterias del género Thiobacillus, que para
obtener energia presentan la caracteristica de oxidar compuestos reducidos de azufre, como
&cido sulfhidrico, bisulfuro de carbono, dimetil sulfuro, azufre, tiosulfato y sulfito entre
otros. El producto final de la oxidacion es el sulfato pero bajo ciertas condiciones de
cultivo, la oxidacion puede ser parcial permitiendo la acumulacion de azufre elemental, 1o
cual constituye una ventaja tanto econdémica como de reduccion de contaminantes
secundarios (sulfato).

1.1  Contaminacién con compuestos de azufre

El azufre se encuentra presente en la mayoria de los combustibles fésiles en
concentraciones variables, dependiendo del origen y naturaleza de los mismos. Estos
combustibles al ser quemados, producen compuestos indeseables que contaminan la
atmosfera. Estos son los 0xidos de azufre: el dioxido de azufre (SO,) y €l trioxido de azufre

(SO,) junto con sus &cidos correspondientes. Sus sales en macro particulas son

contaminantes frecuentes en las atmdsferas urbanas industriales. Estos compuestos,
contribuyen a incrementar los problemas de particulas respirables y de visibilidad por
medio de la formacién de sulfato y la aglomeracion con otros gases y particulas con los que
interactdan. Asimismo, actUan como precursores en la formacion de la lluvia acida a través
de reacciones quimicas en la amosfera (Mackenzie 1995; Betthelheim y Billinge, 1983;
Bailey y col., 1978).

Para prevenir este tipo de contaminacion por 6xidos de azufre se tienen que controlar y
tratar sus emisiones al aire producto de la combustién de estos compuestos. También se
tiene que reducir el contenido de azufre en los combustibles fosiles a niveles aceptables.
Otra fuente importante de contaminacion por compuestos azufrados es la que se presentaen
las aguas residuales (H»S, S,05° , C,S'y otros compuestos reducidos) , los efluentes del
tratamiento anaerobio de aguas residuales que contienen sulfatos provenientes de industrias
como la petroquimica ( aguas écidas, amargas y desflemadas), la de produccion de viscosa
y celofan, y de la extraccion de gas natural, son contaminantes ambientales importantes
debido a su toxicidad, corrosividad, mal olor y alta demanda de oxigeno; a concentraciones

elevadas de hasta 700 ppm de H.S puede causar la muerte.
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La necesidad de controlar la liberacion de estos compuestos azufrados a ambiente crea la
implementacion y desarrollo de procesos de remocion de sulfuros de aguas residuales, que

como Ya se ha dicho serén métodos biotecnoldgicos gue complementan los fisicoquimicos.

1.2 Quimica del azufre

L os compuestos de azufre presentan en la naturaleza varios estados de oxidacion, gue van
desde el sulfuro, que es la forma més reducida, hasta los sulfatos que son la forma més
oxidada

La disponibilidad de los orbitales d para enlaces, le confiere al azufre asumir un nimero de
estados de oxidacion en un rango que va de —2 hasta +6, algunas especies comprendidas
dentro de este rango se muestran en latablal.

El rango de los estados de oxidacion en los cuales el azufre puede existir, también le
permite formar numerosos oxianiones, como sulfato, tiosulfato y politionatos. Por lo tanto
la oxidacion del azufre permite la formacion de sitios de enlace anidnicos.

La concatenidad y la habilidad de formacidn de oxianiones de azufre, se combinan para dar
la formacién de series de &cidos: bisulfito (HSOs); tiosulfato (S;0:%); tritionato
((O3SS03); tetrationato ((OsSSSSO3) y politionato (O3 SS,S O3).

Algunas especies de microorganismos, particularmente los Thiobacillus, derivan energia

para su crecimiento a partir de la oxidacion parcial o total de compuestos reducidos de

azufre.
Tabla 1. Estados de oxidacion de los compuestos de azufre.

Estadode |-2 0 +2 +4 +6
oxidacion
Compuestos| H,S S (SO)* SO, SO;
azufrados | Sulfuro de Azufre Monéxido de |Didxido de Trioxido de

hidrogeno elemental azufre azufre azufre
Enformade|HS (HzSOz) HzSO3 HzSO4
acido Acido Acido Acido

sulfoxilico sulfuroso sulfdrico

Oxianiones SO~ SO~
de azufre Sulfito Sulfato

*ntermediario hipotético.
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El tiosulfato tiene dos atomos de azufre y sus propiedades sugieren una posible
combinacion de azufre con sulfito, o sulfuro con trioxido de azufre, con un estado de
oxidacion efectiva de 2 por atomo de azufre. El tetrationato tiene cuatro aomos de
azufre y sus propiedades sugieren que los dos de en medio tienen valencia -2 y los
atomos de azufre unidos con el oxigeno tienen valencia +6 (trioxido de azufre) .
Polisulfano y polisulfuro tienen el nimero mayor de &omos de azufre en niveles de
oxidacion de azufre elemental 6 azufre-sulfano, el cual es valencia cero, excepto al
azufre del sulfuro terminal. La tabla 2 muestra la forma estructural de los compuestos
azufrados antes mencionados.

Algunos compuestos de azufre pueden ser répidamente oxidados con yoduro o con
agentes medianamente oxidantes . El sulfuro de hidrégeno puede ser oxidado a azufre
elemental, sulfito y sulfato. Un agente oxidante de mayor fuerza es el cloruro, el cual
puede oxidar €l tiosulfato hasta sulfato.

Tabla2. Formas de compuestos azufrados

0 2-
Tiosulfato [S_g=0]
I

Acido Tiosulfiirico

. 0 0 s
Tetrationato I
3 0

Polisulfano

Polisulfuro [s—s,—s]"

Una de las mayores propiedades que dirigen la quimica del azufre es la nucleofilicidad del
azufre por varios compuestos. El enlace azufre-azufre es roto por un anion nucleofilico
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fuerte. El orden de nucleofilicidad esta parcialmente relacionando a las constantes de
disociacion del &cido, los &cidos débiles son fuertes nucledfilos. ( Figural).

Bajo condiciones acidas, € tiosulfato se convierte en un nucledfilo mas fuerte que el
bisulfito (HSOs) y lareaccion esreversible.

HS > RS > CN > SO > OH > S0 > SCN > cr
pK7 pK9.2 pK'7 pK'7 pK1.6 pK-1.9 pK-6

Figura 1 Nucleofilicidad del azufre.

El compuesto de azufre objeto de nuestro estudio es el tiosulfato (S,05%), el cual tiene dos
atomos de azufre no equivalentes. Este ion, es un ion sulfato, S042-, en el gue uno de los

atomos de oxigeno ha sido desplazado por un azufre. EI atomo de azufre central tiene un
nimero de oxidaciéon de +6 y el &omo de azufre unido, el nimero de oxidacién de -2.

El &cido tiosulfurico H, S, O, es inestable y cuando se trata €l ion tiosulfato con un &cido,

se forman azufre y didxido de azufre. Este acido es un gjemplo de una clase general de
acidos, llamados tioacidos o sulfoacidos, en los que uno 0 mas &omos de oxigeno de un
oxacido estén reemplazados por &omos de azufre (Suzuki, 1999; Dhawale, 1993).

La ecuacion 1-1 muestra una reaccion nucleofilica por sulfito para dar tiosulfato. (Suzuki
1999).

pH<7
S, +nS0z> — nS-S05” Ec. 1-1
pH>5

El ion sulfito (SOs%) sin embargo puede ser protonado para formar HSOs con un pK de 7,
de manera que bajo condiciones acidas €l tiosulfato Ilega a ser un nucleofilo mas fuerte que
el bisulfito y entonces la reaccion es revertida

Una posible reaccién de oxidacion que se puede presentar con el tiosulfato y de especial
interés en el presente trabajo es la que se da en medio &cido entre pH de 3 hasta 7. Bajo este

nivel de acidez las especies que coexisten son, segun el diagrama de potencial-pH para €l
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sistema S H.O ; HSOs , $,05%, S, H,S. Lapresencia de un oxidante como el oxigeno en
solucion y similares condiciones de acidez, favorece la presencia de todas las especies antes
mencionadas. La oxidacion quimica de $,0:° a HSOs; bajo las condiciones antes

mencionadas, se muestraen la Ec. 1-2.
S04+ H,0+ 0, & 2HSOy Ec. 1-2

Azufre elemental. El azufre es el segundo elemento del grupo VI de la tabla periddica, es
un sblido amarillo, que forma cristales ortorrombicos (azufre rombico). ES muy poco
soluble en agua (5 pg/l de Sg a 25 °C) pero muy soluble en bisulfuro de carbono,
tetracloruro de carbono y disolventes no polares andlogos, a partir de estas soluciones se
pueden obtener cristales de azufre perfectamente formados. El azufre ortorrémbico se funde
a112.8 °C, formando un liquido color pajizo. Este liquido cristaliza formando cristales de
azufre 3. Las moléculas de ambas formas cristalinas, asi como las del liquido son moléculas
Sg, que tienen la configuracion de un anillo en zigzag. La formacion de esta molécula
grande es resultado de la covalencia de los elementos del grupo sexto de la tabla periddica,
con la formacién de dos enlaces covalentes sencillos, en lugar de un doble enlace. Las
moléculas diatbmicas Sy se forman calentando €l vapor de azufre, sin embargo estas
moléculas son menos estables que las moléculas grandes que contienen enlaces sencillos.
Este comportamiento se debe a que en general, los doble y triples enlaces estables los
forman facilmente los elementos ligeros como el carbono, nitrégeno y oxigeno, pero no los
elementos més pesados. El bisulfuro de carbono de estructura electronica S=C=S y otros
compuestos que contienen un doble enlace carbono-azufre son las principales excepciones
de estaregla ( Pauling, 1964).

La capacidad del azufre para formar cadenas es la mayor diferencia con el oxigeno, para el

cual el ozono, O3, es el mayor polimero formado.

Sulfuro de hidrégeno. El sulfuro de hidrégeno, HoS, es andlogo al agua, sin embargo es

mucho més volétil (punto de fusion de -85.6 °C y punto de ebullicion de -60.7 °C ) debido a

su menor tendencia de formar puentes de hidrogeno. El HoS es la forma més reducida de

azufre y es toxico, inflamable y es también altamente soluble en agua (aproximadamente
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0.1M a 25 °C) con un pK1 alrededor de 7 y un pK> de 13.

Las sales de éste &cido son los sulfuros, muchos de los cuales se encuentran en la naturaleza
y constituyen minerales importantes como la galena, PbS; blenda de cinc, ZnS y cinabrio,
HgS.

1.3 El ciclo bioldgico del azufre: Su relacion con los procesos de contaminacion y
remocion de compuestos azufrados.

El azufre se encuentra en la naturaleza en diferentes estados de oxidacion, por lo tanto
forman diferentes compuestos que se intercambian por procesos quimicos o biolégicos de
oxidacion-reduccion, constituyendo un ciclo denominado ciclo biogeoquimico del azufre
(Takakuwa, 1992; Robertson y Kuenen, 1991), que resulta de utilidad en la cuantificacion
del azufre, en todas sus formas tanto de fuentes naturales como antropogénicas, que se
encuentra en la naturaleza (Mackenzie, 1995).

Debido a la variedad de estados de oxidacion del azufre, sus transformaciones son
complejas. En la Figura 2 se presenta un esguema que muestra las transformaciones
biolégicas que corresponden a ciclo biolégico del azufre. En este ciclo, aunque son
posibles varios estados de oxidacion, tres de ellos tienen, por su estabilidad, una mayor

importancia en la naturaleza: -2 (sulfhidrilo R-SH y sulfuro HS), 0 (azufre elemental, S°) y
+6 (sulfato).

Ysiiticin ,»( ,Cpmpuest?sd )_ﬁ Proceso de
Simiacion - organicos azZuiraoos ITIiTIEfB“ZﬂCifII'I
reduccion de//— ‘—\K\_H

sulfate -~ b )

i : Desasimilacion reduccifn de sulfato — S

( Sulfato j = = —‘“"‘-'—“—'( Sulium)
e Oxidacién biolgica con Oy0 NOy

\ I

( Sulfito Oxidaccion bioldgica v espontanea /
R i b deEdH cion
Oxidacion ‘( Azufre J)/,[;"‘ e azufre

g esasimilacidn
biologica

Figura 2. Ciclo bioldgico del azufre
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Asimismo, en €l ciclo se pueden distinguir dos etapas de acuerdo al tipo de reacciones de

oxido-reduccién que intervienen en el mismo:

i. una etapa reductiva
ii. una etapa oxidativa

i. Etapa reductiva. En los procesos bioldgicos se encuentran dos formas bioquimicas de
reduccion de los compuestos de azufre inorganicos: lareduccién asimilativa y la reduccion
desasimilativa. La primera la presentan tanto eucariotes como procariotes y en ésta, €
sulfato es reducido a sulfuro (H2S) para la biosintesis de compuestos gque contienen azufre
necesarios para €l crecimiento celular. La reduccion desasimilativa la presentan
principalmente los procariotes y en ella el sulfato es reducido a sulfuro por
microorganismos sulfato reductores en condiciones anoxicas, donde el sulfato es utilizado
como aceptor ultimo de electrones. Esta reduccion esté acoplada con la oxidacion de varios
acidos grasos voldtiles, lactato y piruvato que generan ATP y poder reductor necesarios

parael crecimiento celular.

ii. Etapa oxidativa. La segunda etapa del ciclo y que es objeto de estudio en el presente
trabajo la constituyen las reacciones de oxidacion de los compuestos reducidos de azufre.
De igua manera, esta etapa puede dividirse en dos. las reacciones de oxidacion en
condiciones anaerobias efectuados por microorganismos fotétrofos (Cork y col. 1986) y
facultativos (Sublette, 1987) y la oxidacion aerobia por microorganismos del género
Thiobacillus (Alcantaray col. 1999; Kelly, 1990, 1982; Buisman y col, 1989).

El fundamento y aplicacién de los procesos biolégicos de eliminacion de compuestos
azufrados se basa en e conocimiento dd ciclo bioldgico del azufre, pues en la naturaleza
existen seres vivos microscopicos capaces de asimilar y/o transformar dichos
contaminantes a compuestos menos toxicos.

1.4 Medios de tratamiento de compuestos azufrados

Para el tratamiento de emisiones liquidas y gaseosas de compuestos de azufre se utilizan
diferentes procesos tanto fisicoquimicos como biolégicos. En general los procesos
fisicoquimicos requieren de altos flujos de energia, sin embargo, no es este elemento el
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unico factor que se considera para su aplicacion o sustitucion por un proceso biolégico.
Entre los factores que se pueden considerar pueden citarse: el costo, la concentracion de
contaminante y la factibilidad biolégica

Si se cuenta con los organismos vivos gque puedan oxidar los compuestos de azufre de
interés, entonces queda a consideracion el costo de su aplicacion. En este sentido, se ha
observado que en bajas concentraciones de contaminantes los procesos bioldgicos
presentan ventgja econdmica y de eficiencia de eliminacion (Groenestijn y Hesselink,
1993). Un gemplo lo reporta Buisman (1998) quien compara los costos del tratamiento de
SOx con tres técnicas, 2 fisicoquimicas y una tecnologia bioldgica denominada Thiopag, la
cual utiliza microorganismos del género Thiobacillus en el proceso. El "biotratamiento”
presenta ventajas econdmicas en concentraciones menores de 3500 ppm sobre los
tratamientos fisicoquimicos.

1.4.1  Procesos fisico-quimicos

En el caso del H2S el proceso comercial con aminas es el més utilizado para eliminar este
acido del gas natural y otras corrientes de aire contaminado con €l compuesto (Jensen y
Webb, 1995; Sublette, 1987). En este proceso, después de contactar €l gas con la solucion,
el solvente de amina es calentado entre 90 y 150 °C para liberar el H2S. Después €
solvente se regenera con €l fin de reutilizarlo. El sulfuro de hidrégeno es después
incinerado o convertido en azufre elemental por los procesos Clauss o Stretford (Nagl,
1997).

Se pueden remover de los gases de combustion antes de emitirlos a la atmosfera, através de
un proceso de limpieza conocido como desulfuracion de gases. Los procesos de
desulfuracion de gases pueden ser regenerativos y no regenerativos. Los dos usan un
sorbente del azufre en los gases de combustion. En procesos regenerativos, los SOx
liquidos, el &cido sulfarico o el azufre elemental son removidos del sorbente en un paso
subsecuente de regeneracion, que permite que el sorbente seareutilizado

En este tipo de procesos, los SOx reaccionan con el sorbente para formar un compuesto

permanente.
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Un proceso no regenerativo muy comin es el denominado “proceso no regenerativo
hiumedo ”. En este proceso, el sorbente, basado generalmente en éxido de calcio o piedra
caliza, se mezcla con agua antes de que entre en contacto con los gases de combustion. El
residuo, una mezcla de sulfito y sulfato de cacio, se seca y se oxida completamente para

formar yeso, un producto comercial de gran uso.

1.4.2  Procesos bioldgicos

Los procesos biolégicos de tratamiento de efluentes con compuestos de azufre tienen una
aplicacion diversificada. Se han utilizado en el tratamiento de corrientes acuosas
contaminadas con sulfuros, sulfato y tiosulfato. También de corrientes de aire contaminadas
con sulfuro, bisulfuro y compuestos organicos volatiles de azufre (VOCS).

En € caso de tratamiento de gases contaminados (incluido €l biogas proveniente del
tratamiento anaerobio de aguas contaminadas con sulfato, sulfuro, bisulfuro y VOCS) los
sistemas que se han utilizado son principalmente biofiltros (BF) y biolavadores de lecho
escurrido (BLE).

Una revision de estas técnicas, sus limites de operacion y aplicacion, fue hecha por
Groenestijn y Hesselink (1993). Asimismo, Torres (1998), revisO los conceptos bésicos de
funcionamiento y operacion de estos sistemas, especialmente de los biolavadores de lecho
escurrido para el tratamiento de CS2 y H2S en corrientes gaseosas.

Por otro lado, en corrientes acuosas contaminadas con compuestos de azufre reducidos se
han implementan diversos tipos de reactores completamente agitados (Buisman y col. 1989,
Janssen y col. 1995) y de lecho fluidizado (Gommers y col. 1988 , Annachhatre y
Suktrakoolvait 2001); asi como otros disefios de reactor para optimizar la recuperacion de

azufre elemental (Janssen y col. 1997).

1.4.2.1 Bacterias sulfoxidantes

1.4.2.1.1 Bacterias "incoloras™ del azufre
El nombre de bacterias incoloras del azufre ha sido usado para designar a los procariotes
capaces de utilizar compuestos reducidos de azufre como fuente de energia para su

crecimiento sin necesidad de foto pigmentos (Madigan y col., 1999; Robertson y Kuenen,
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1991).

Los compuestos mas comunes que se utilizan son el sulfuro de hidrégeno, € azufre
elemental y el tiosulfato. En condiciones adecuadas de crecimiento el producto final de la
oxidacion es el sulfato, sin embargo en el caso del sulfuro y del tiosulfato, bajo ciertas
condiciones de cultivo, es posible observar azufre elemental como producto de la oxidacién
parcial de estos compuestos. En cultivos con suficiente crecimiento celular se observa un
color rosa o café debido a su alto contenido de citocromos.

Existe una gran diversidad de bacterias sulfoxidantes con muy diferentes propiedades
morfologicas, fisiolégicas y ecolégicas y de igual manera diversos requerimientos
ambientales para su crecimiento.

Al grupo de bacterias incoloras de azufre pertenece un grupo de microorganismos con
caracterigticas fisiologicas y morfoldgicas muy variadas. Los géneros que pertenecen a este
grupo de bacterias son : Thiobacillus, Thiomicrospira, Sulfolobus, Thermothrix, Thiovulum,
Beggiatoa, Thiothrix, Thiospira y Thioploca (Madigan y col., 1999)

El genero Thiobacillus es relevante entre los demés por su capacidad de oxidar compuestos
azufrados, produciendo azufre elemental de manera extracelular. Son microorganismos
aerobios y anaerobios facultativos, Gram-negativas con forma de bacilos pequefios que
miden 0.3 um de ancho por 1-3 pum de largo, méviles por un flagelo polar sencillo, no son
formadoras de esporas y crecen entre los 25 a 35 ° C. La energia necesaria para llevar a
cabo sus funciones se deriva de la oxidacién de uno o mas compuestos reducidos de azufre
incluyendo sulfuro, tiosulfato, azufre elemental, sulfito, tiocianato y politionatos. Algunas
especies son capaces de vivir en ambientes altamente acidos, pueden utilizar el fierro como
una fuente de energia y algunas son capaces de llevar a cabo la desnitrificacion y utilizar al
nitrato como ultimo aceptor de electrones.

Los estudios de crecimiento en medios sintéticos han permitido identificar diversas fuentes
de carbono que son utilizadas por estos microorganismos. Esto permitié establecer dos
clases de microorganismos de acuerdo a su capacidad de crecimiento en fuentes de

carbono. Egtas son:
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1. Quimiolitétrofos obligados.
Son bacterias altamente especializadas, que requieren compuestos inorganicos como fuente
de energia y obtienen su carbono a partir de fijar CO2 por € ciclo de Calvin. Utilizan para
ello € flujo inverso de electrones para la generacion de poder reductor (NADPH).

2. Quimiolitétrofos facultativos.

Estos microorganismos crecen adecuadamente con una fuente inorganica de energiay CO2,

0 bien heterotréficamente con compuestos organicos que proveen de carbono mientras los
compuestos inorganicos proveen de electrones para la generacion de energia (mixétrofia).
Aungue también se ha observado que pueden utilizar simultdneamente dos 0 mas vias
metabllicas para la utilizacion de la energia 'y del carbono, perdiendo en algunos casos la
capacidad quimiolitétrofa (Prosser, 1989).

1.4.2.2  Sistemas desarrollados para favorecer la formacion y acumulacion de azufre elemental a partir de la
oxidacion de compuestos reducidos de azufre.

Los métodos biolégicos utilizados en la eliminacion de los compuestos reducidos de azufre

se pueden clasificar de la siguiente forma (Alcantara, 2000; Buisman y col., 1989, Jensen y

Webb, 1995, Janssen y col., 1997):

» oxidacion anaerobia por bacterias fotosintéticas.
» oxidacion anaerobia por microorganismos desnitrificantes
* oxidacion por un proceso quimico-biolégico

e oxidacion aerobia por bacterias incoloras del azufre

A partir de los primeros estudios realizados por Buisman y col. (1989) diversos
investigadores se han dado alatarea de desarrollar sistemas para favorecer la formacion de
azufre elemental sobre el sulfato, el cual se prefiere por varias razones, observadas en el
laboratorio y reportadas en la bibliografia (Janssen, 1996): a) el azufre es insoluble en agua
por lo tanto se puede separar de la corriente acuosa que lo contiene; b) el azufre se puede
purificar y reutilizar, 1o que le da un valor agregado a proceso; c) evita la acumulacion de
sulfatos que en concentraciones mayores a 30 g/l tienen un efecto negativo sobre la

oxidacion.
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Annachhatre y Suktrakoolvait (2001) reportaron un proceso a nivel laboratorio en un
reactor de lecho fluidizado para la oxidacion bioldgica de sulfuro a azufre elemental y
demuestran la formacion de sedimentos de azufre. La oxidacién de sulfuro depende
fuertemente de la concentracion de Oxigeno Disuelto (DO), velocidades de carga de sulfuro
y latasa de dilucion. En un reactor con DO > 0.1 mg/L, el sulfato fue el principal producto
de la oxidacion. Al incrementar la velocidad de carga de sulfuro, la velocidad de
produccion de sulfato disminuyé y la velocidad de produccién de azufre mostré un
marcado incremento. La baja formacion de sulfato se podria explicar como que € sulfuro
es inhibitorio para la bacteria productora de sulfato o bien que la conversion de sulfuro a
azufre fue més favorable que la produccion de sulfato. Conversiones de sulfuro > 90%
fueron obtenidas a velocidades de carga de sulfuro de 0.13-1.6 kgS/m*-d. En DO< 0.1
mg/L, el S’ fue el principal producto de la oxidacién del sulfuro. A velocidades de
aimentacion de 16-26 m/h y cargas de sulfuro de 0.9-1.6 kgS/m’-d fue necesario para la
generacion de biogranulos que contienen de 65 a 76 % de azufre elemental. Una
produccion de azufre elemental de 76% fue obtenido a velocidades de alimentacion de 17
m/h con velocidades de carga de sulfuro < 1.6 kgS/m® d. Un examen morfoldgico de los
biogranulos mostré una depositacion de azufre elemental en el lodo granular y en el

exterior células microbianas.

Chung y col. (2001) reportan un sistema gque remueve mezclas de gases de H,S y NH3
generados por la industria agricola y por tratamientos anaerobios de lagos con aguas de
desecho, utilizaron un reactor de lecho fluidizado que simultaneamente degrada H,S y NHs,
el material bioldgico utilizado fue una mezcla de microflora heterotrofica ( mezcla de
Pseudomonas putida para el H,S y Arthrobacter oxydans para el NHs). El biorreactor fue
continuamente alimentado con H,S y NH;3; separados o juntos a varias relaciones. La
eficiencia de remocion, velocidad de remocién y los productos metabdlicos del biorreactor
fueron estudiados, los resultados mostraron una eficiencia > 95% cuando las
concentraciones de entrada de H,S fueron < 30 ppm a 36 L/h La remocién maxima
aparente y la constante de saturacion fueron 7.0 X 10 ® g Scélula d y 76.2 ppm
respectivamente. El azufre elemental fue el principal producto de la oxidacion previniendo
laacidificacion del biofiltro, manteniendo de esta forma una estabilidad operacional.
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McComas y col. (2001), demuestran que un cultivo enriquecido, predominantemente de
Thiomicrospira sp. CVO (Son quimiolitotrofos obligados con sulfuro y azufre elemental
como sus unicos donadores de electrones, no usan tiosulfato como fuente de energia, son
microorganismos microaerofilicos (1% O), crece por la desnitrificacion de nitrato o
nitrito, producen azufre elemental o sulfato dependiendo de la concentracion inicial de
sulfuro), puede ser cultivado con H,Sg como una fuente de energia bajo condiciones
limitantes de sulfuro en un cultivo suspendido, con nitrato como aceptor de electrones. El
sulfuro de hidrogeno (10000 ppm) fue completamente removido de la corriente de
alimentacion y oxidado a sulfato en menos de 3 seg de contacto gas- liquido. La méxima
carga de biomasa para oxidar sulfuro fue de 5.8 mmol H,S/h-g proteina, comparable a lo
reportado para el genero Thiobacillus denitrificans bajo similares condiciones. Sin embargo
el cultivo enriquecido mostrd ser mas tolerante a pH extremos y elevadas temperatura que
el T. denitrificans. Ademaés de la tolerancia de los CV O a soluciones de hasta 10% de NaCl
sugieren que este cultivo basado en CVO es potencidmente un mejor sistema

biocatalizador paralaoxidacion de sulfuro que los cultivos basados en Thiobacilli.

Schreiber y col. (1998) reportan un reactor de flujo continuo aerdbico para la degradacién
de tiosulfato, el reactor contiene tanto poblaciones bacterianas autétrofas y heterétrofas. La
oxidacion completa de tiosulfato en el influente hasta concentraciones de 600 mg/L como S
tomo lugar con la produccién equivalente de sulfato. La remocion de la demanda quimica
de oxigeno (DQO) y amonio ademas de la nitrificacion no fue adversamente afectada por la
presencia de tiosulfato. Los rendimientos microbianos fueron obtenidos basados en los
datos experimentales y los rendimientos tedricos calculados basados sobre la bioenergética.
Los experimentos cinéticos en lote fueron realizados usando el medio de cultivo junto con
los microorganismos desde reactores de flujo continuo limitados de tiosulfato y no
limitados de tiosulfato. La habilidad del reactor limitado de tiosulfato para oxidar tiosulfato
disminuyd con el incremento en el tiempo de operacion. La oxidacion del tiosulfato siguid
la cinética de Monod. Los siguientes parametros biocinéticos para la oxidacion bioldgica
de tiosulfato fue determinada como: la velocidad méxima especifica de utilizacion de
sustrato (k) 19.8 mg tiosulfato-S/mg ssv d, y la velocidad media (Ks) 14 mg tiosulfato-S/L
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Revah y col. (1995) y Torresy col. (1993) desarrollaron un proceso biotecnolégico parala
eliminacion de CS2 y H2S con la conversidon a azufre y sulfato. Utilizaron un biolavador de

lecho escurrido (BLE) el cual contenia una poblacion mixta de microorganismos aislados
de fuentes azufradas y plantas de tratamiento de aguas residuales, enriquecida por
inoculaciones sucesivas. Esta poblacion mixta de microorganismos contenia bacterias del
género Thiobacillus. Las concentraciones de los compuestos azufrados en el aire llegaron
hasta 1000 ppm de cada uno, alcanzado una eficiencia del 98% de eliminacion del H2S y

mayor a 80% de CS. Los estudios en condiciones aerobias permitieron disefiar y construir

equipos hasta de 800 m3/min y que llevan operando varios anos.
Recientemente se reportan nuevas configuraciones de equipos que permiten tratar altas
concentraciones (hasta 2500 ppm) de H2S en aire. Hugler y col., (1999) propusieron dos

biolavadores de lecho escurrido (BLE) en serie permiten mantener altas tasas de reaccion
facilitando el control de la oxidacion. Bajo estas condiciones en donde se solubiliza el H2S

del aire existe una alta conversion hacia sulfato. Otras configuraciones de BLE permiten
tratar olores de plantas de tratamiento de aguas. Estas corrientes tienen concentraciones
muy diluidas de H2S, otros sulfuros, COV y compuestos nitrogenados.

Lobo y col. (1999) redlizan un andlisis y modelan un BLE que remueve disulfuro de
carbono (C,S) ; en este sistema se pone de manifiesto el efecto de los fendmenos de
transferencia gas- liquido y reaccion en el proceso de remocion. Proponen gue en un
biorreactor de lecho empacado (BLE) ocurre una bioreaccion de primer orden y plantean
gue la identificacion del régimen de operacion requiere del conocimiento de la
concentracion del sustrato en la fase liquida. Si est4 es cercana acero el paso controlante es
latransferencia de masa en lainterfase gas- liquido; y cuando la concentracion del sustrato
es cercana a la concentracion de equilibrio con la fase gaseosa, el paso controlante sera la
transferencia de masa al interior de la biopelicula. Los parametros de transferencia de masa
y cinéticos son obtenidos del andlisis de los datos de la velocidad de remocion de C,S
(sustrato), los cuales indican que €l biorreactor opera en un régimen controlado

principalmente por latransferencia de masa.
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En las anteriores publicaciones no se reportan sistemas en los cuales se favorece la

acumulacion de SOy su posterior recuperacion.

Janssen y col. (1995) encontraron que bajo condiciones limitadas de O,, (<0.1 mg/l) el
azufre es el producto final de la oxidacion del H,S, mientras que la formacion de sulfato se
favorecio por concentraciones limitadas de H,S. Reportan que la oxidacion biologica del
H,S por microorganismos sulfoxidantes presenta dos principales biorreaciones

dependientes de la concentracion la DO, las cual es se consideran de primera importancia.

2HS +0, a 23’ + 20H- DG° =-129.50 kJ/mol Ec. 1-3

2HS + 40, a 2S04 + 2H' DG°= -772.43 kJmol Ec. 1-4

Como se observa, la reaccion 1-4 es la preferida por los microorganismos, ya que de esta
derivan mucho mayor energia para su crecimiento y manutencion que lareaccion 1-3 , sin
embargo esta Ultima es la que se intenta favorecer con la finalidad de disminuir €l
contenido de compuestos de azufre disueltos en los efluentes liquidos, formando azufre
elemental cuya propiedad de poca solubilidad lo convierten en el producto deseado.

Posteriormente Janssen y col. 1997 reportaron un proceso biotecnologico de méxima

recuperacion de azufre a partir de la oxidacion del H2S. En este trabajo se disefio un

sistema donde el compartimiento de aireacion de lafase liquiday la oxidaciéon de sulfuro a
azufre estén separados espacialmente. De esta manera se evita la turbulencia debida a la
aireacion de la fase liquida y se favorece la formacion de aglomerados de biomasa y azufre
el cual tiende ainmovilizarse dentro del biorreactor.

El sistema lo conforman un vaso de aireacion totalmente agitado (V=8 L), donde se lleva
acabo la saturacion de oxigeno en la fase liquida, este se encuentra unida por recirculacion
al biorreactor (V=30 L) y es donde se lleva a cabo la oxidacion parcial del H2S (figura 3).
Bajo condiciones autotroficas y velocidades de carga de sulfuro mayores a 3.4 g/L d casi
todo el aglomerado de biomasa (2.5%) y azufre elemental (92%) presente en el biorreactor

se inmoviliza. Debido a que la biomasa se retiene en el reactor, se pueden tener velocidades
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de carga de sulfuro més altas que en los sistemas convencionales de células libres. La

velocidad de carga méxima estudiada fue de 14 g HS/L d, sin embargo bao esta
circunstancia los aglomerados tienden a acumularse en la parte superior del biorreactor por

lo cual muy pocas células se encuentran en suspension total, por lo cual se consideré que

para un sistema de células libres, la velocidad de carga maxima es 6 g HS/I d. Cuando con
el influente se adicionaron acidos grasos volétiles, se acumularon dentro del sedimento
bacterias de azufre heterotroficas (BSH) y bacterias sulfato reductoras (BSR), vy
posiblemente también thiobacilli mixoétrofos, los cuales utilizan productos de excrecion
microbiana como fuente de carbono. La presencia de estos microorganismos reductores
provocO un deterioro dd sistema. Debido a la actividad anaerobia de las BSR, €l azufre
formado fue parcialmente reducido a sulfuro, lo cual incrementé €l nivel de sulfuro en el
efluente por lo cual, la velocidad de formacion del sedimento de azufre disminuy6. Por esta
razon, el principal campo de aplicacion de este disefio es en el tratamiento de aguas
residuales con sulfuros que no contengan materia orgénica, por ejemplo, aguas de minas y

emisiones con acido sulfhidrico.
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o
dectrododeO, — @ ‘ — Efluente
.——pH o
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Bomba Aire
Nutrientes de HCI

Nazsl I 1 l Q

Figura 3 Configuracion de reactor empleado por Janssen para favorecer la acumulacion de

SO y su posterior recuperacion
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1.4.2.2.1 Estudios previos de produccion y acumulacion de azufre elemental a partir de la oxidacion de
tiosulfato.
Alcéntara (2000) establecio las condiciones de cultivo que favorecen la oxidacion bioldgica
de compuestos reducidos de azufre utilizando un consorcio sulfoxidante. Las condiciones
halladas fueron: pH entre 5.5 y 7, temperatura de 30°C, y para la oxidacion completa a
sulfatos a partir de tiosulfato es necesaria una concentracion de oxigeno disuelto superior o
igual a 0.2mg//L para el consorcio. Encontrd que en concentraciones de sulfato de hasta 40
g/L e consorcio puede adaptarse y mantener su actividad sulfoxidante. Encontré que la
fuente de amonio presenta un efecto positivo sobre e crecimiento del consorcio y oxidacion
del tiosulfato. La presencia de extracto de levadura de 0.5 g/L no presenté ningun efecto
sobre laoxidacién del tiosulfato, a pesar del incremento en la poblacion bacteriana, se asumio
que e incremento se debid al crecimiento de organismos heterétrofos no oxidantes del
tiosulfato. Estimé una tasa de dilucion critica para € consorcio cercana a 3.4 d* en
concentraciones de oxigeno disuelto superiores a 0.4 g/L, donde € consorcio oxida

completamente el tiosulfato a sulfato.

Calcul6 € rendimiento del consorcio de 0.022 ghiomas/ Giosuifato Para una tasa de dilucion de
0.4 d™. Evalué e efecto que tienen algunos inhibidores de cadena respiratoria en el consorcio
y, finalmente, dadas las caracteristica de crecimiento propone que la ruta de oxidacion mas
representativa para el consorcio es e sistema multienzimético de oxidacion de tiosulfato
(TOMES, por sus siglas en ingles).

La tasa de dilucion critica de 3.4 d* esimada para este consorcio fue calculada en
condiciones de exceso de oxigeno disuelto; es posible que esta tasa sea diferente para el caso
de limitacién de oxigeno (condicién para laformacion de azufre elemental). La limitacion de
oxigeno a consorcio microbiano, trae como consecuencia una menor velocidad de
crecimiento, que la que poseeria si el oxigeno disuelto estuviera presente en exceso
(DO>1mg/l). Lo anterior se puede explicar a partir de que este tipo de microorganismos
obtiene menor energia para su crecimiento de la oxidacion parcial de tiosulfato (Oo/S;05”
<1.0) (ver ecuacion 1-5); mientras tanto cuando llevan a cabo la oxidacion total del tiosulfato

(02/S,057>1.0)(ver ecuacion 1-6), estos obtienen una mayor energia
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S,0:7 + 120, a S + SO DG°=-231 kJmol Ec. 1-5
S,0:% + 20, +H,0 a 280> + 2H* DG°=-739 kJ/mol Ec. 1-6

Pogteriormente Velasco (2001), que trabgjé con el mismo consorcio que Alcantara (2000),
reportd un sistema continuo y con recirculacion, que permitié maximizar la produccion y
recuperacion de azufre elemental por medio de un modulo de aireacion, que esta separado del
reactor. La separacion de la aireacion permite mantener condiciones de limitacion de oxigeno
y minimizar las turbulencias en el reactor (Jansseny col.,1997). Sin embargo para minimizar
aun mas las turbulencias (que favorece la sedimentacion del azufre), se implementd un
dispositivo en la parte media baja del reactor que permite la separacion de dos zonas en €
reactor (unasin turbulencias en la parte baja y otra con turbulencias en la parte ata)(figura 4).
Esta configuracion del sistema experimental permitié agjustar la relacién molar por cargas de

tiosulfato y oxigeno (Q,, /Q ver ecuaciones 3-16 y 3-17), y aproximarla a la relacion

SIehll
estequiométrica (0./S,05%) de 0.5, que favorece la formacion del S° . Ademés, debido a su

escasa turbulencia se reporté larecuperacion de S° por sedimentacion.

separador de burbujas
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«——aire
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Figura4. Sistemaexperimental, Velasco (2001).
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1.4.2.3  Soportes para la formacion de peliculas bioldgicas.
Las biopeliculas microbianas son micro-colonias de bacterias adheridas a una superficie por
medio de polisacéridos adhesivos excretados por las propias células (Madigan y col. 1998).
La formacion de biopeliculas implica la acumulacién de microorganismos (bacterias,
hongos y microalgas) en una interfase, que puede ser sdlido-liquido o liquido- liquido. El
transporte de microorganismos a una interfase puede ocurrir pasivamente por difusion,
sedimentacion por gravedad o conveccion fluida. Las bacterias moviles pueden buscar
activamente las superficies a través de un proceso quimiotactico.
Los estudios sobre la colonizacion microbiana han demostrado que, sobre las superficies, la
mayor parte de los microorganismos crecen envueltos en biopeliculas.
Las bacterias han evolucionado elaborando mecanismos de adhesion y virtualmente todos
los materiales naturales y sintéticos son susceptibles a la adhesion y colonizacion
bacteriana. Incluso los materiales que presentan bajas energias libres de superficie, tales
como €l teflon y los plasticos hidrofébicos son susceptibles de colonizacién bajo un amplio
campo de condiciones fisicoquimicas.
Los medios de soporte que sirven para la formacion de biopeliculas, se pueden clasificar de
acuerdo con las caracteristicas de la superficie en la cual se adhiere la pelicula bioldgica.

Medio granular sin forma: Arena, rocas volcanicas, piezas de plastico y piezas de

madera.

Medio de soporte con forma definida: anillos Rashing, tubos de pléastico, anillos

Pall.

Medios porosos: tubos de plastico poroso

Palcas: de plastico y madera.
Las caracteristicas general es que deben tener en general los medios de soportes son:

Alto grado de adherencia de la biopelicula

Alta superficie especifica

Bajaresistenciaal flujo de agua

Estabilidad quimicayy fisica, asi como altaresistibilidad al cambio de calidad

Suficiente durabilidad

Alta capacidad para atrapar |os solidos suspendidos

Espacios homogéneos que permitan un flujo uniforme en el filtro
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Nagadomi y col. (2000), reportan que empleado cerdmica porosa (blogues de
aproximadamente 40 g (base seca) 4- 5 mm, Nagao Ceramic Co.,Ltd, Okayama, Japon. ,
fraccion hueca de 0.8, gravedad especifica aparente 2.3 y gravedad especifica 2.4) se
inmovilizaron  bacterias fotosintéticas (Rhodobacter sphaeroides S, Rhodobacter
sphaeroides NR-3, Rhodopseudomonas palustris) para tratar simultdneamente y en
condiciones aerobias. compuestos susceptibles a oxidarse (cuantificados por la DQO),
fosfato, nitrato y sulfuro de hidrogeno. En el tratamiento en lote se observd después de
48 h, una eliminacion simultanea efectiva de DQO (89%), fosfato (77%), nitrato (99%) y
H.S (99.8%). En el tratamiento semi-continuo con velocidades de dilucion de 0.17 a
0.75 d*, la eliminacién de los cuatro componentes se observé aproximadamente después de

un mes.

1.5 Modelacion y simulacion de bioprocesos.

El objetivo del modelamiento matematico y simulacion de bioprocesos reales, es la
creacion de representaciones de fendmenos que los caracterizan en forma Unica,
independientemente de su naturaleza o funcionalidad. En ingenieria, la identificacion de
sistemas esta dirigida preferentemente a la simulacion de procesos con finalidades Ultimas
gue apuntan a la automatizacion y al control de procesos, conformando el nacleo de
muchas funciones de supervision.

Los modelos y la simulacion requieren de una descripcion matematica del proceso
analizado.

La descripcion matematica del proceso constituye el modelo en si, y se genera por la

observacion del comportamiento del proceso en distintas condiciones.

En la construccién de un modelo se consideran los siguientes aspectos de andlisis:
Identificacion del sistema
Andlisisde las caracteristicas intrinsecas del sistema:
Temperatura, pH, fuerza idnica, concentracion de quimicos, que modifican la
actividad y estabilidad del proceso.

Determinacién de variables de estado
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son lareferenciadel comportamiento que el modelo debera emular. Las variables de
estado caracterizan el sistema en cualquier tiempo de proceso.

Determinacion de pardmetros.

En muchos casos los pardmetros involucrados en los modelos de sistemas
biolégicos dependen fuertemente de las condiciones ambientales, como la
temperaturay pH.

Las expresiones mateméticas que relacionan las variables de estado y los parametros del
sistema constituyen las ecuaciones de estado, que describen la evolucién del sistema en el
tiempo. Las ecuaciones de estado estan basadas en balances bésicos de conservacion de
masa y energia, estos entregan una relacion entre tasas de consumo y generacion de
materiales en el sistema, estas relaciones estdn expresadas matematicamente a través de
ecuaciones algebraicas, diferenciadles ya sea ordinarias en sissemas homogéneos o en
derivadas parcial es en sistemas heterogéneos.

La simulacion del proceso rea depende entonces de la reproduccion de las curvas de
evolucion de las ecuaciones de balance de masa y energia, junto con el conjunto de
ecuaciones algebraicas que describen las cinéticas de transporte y transformacion de
materiales. Para la solucion de estas existen métodos de aproximacion numérica, dado que
en la mayoria de los casos no es posible obtener una solucién analitica

La solucion del modelo matemético asi formulado constituye una herramienta poderosa en
la simulacién del proceso en distintas condiciones de operacién, optimizacion del proceso,
disefio y escalamiento de este con fines productivos.

Un aspecto importante de la simulacion de procesos es la validacion de los resultados
obtenidos con el comportamiento de las variables de estado en los experimentos. Las
diferencias entre estos permiten evaluar la necesidad de correcciones al modelo o al
planteamiento de los mecanismos béasicos que lo describen.

Janssen (1996), reporta un modelo matematico de oxidacion bioldgica de sulfuro en un
reactor continuo como el que se ve en la figura 5. Este modelo tiene como principales
suposiciones. € azufre y sulfato sblo son producidos por un mismo tipo de
microorganismos, tanto la fase liquida como la gaseosa estan idealmente mezcladas y que
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el volumen de reactor y e flujo de liquido son constantes; la energia liberada de la
oxidacion del sulfuro sdlo es usada para el crecimiento de los microorganismos, la
oxidacion de azufre elemental a sulfato no es considerada. De esta forma Janssen propuso
una serie de balances de masa para el sulfuro, el azufre elemental, el tiosulfato, el sulfato, la
biomasa y el oxigeno, consideré un biorreactor de mezcla completa en dos fases (gas y
liquido).

A continuacion se muestran los balances més importantes gque involucran las variables
operacionales como la carga de sulfuro y oxigeno (ecs. 1-7 a 1-9) ademas de la biomasa
(ec. 1-13), que tienen influencia directa en la produccion de sulfato y azufre en el

biorreactor.
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Figura 5. Biorreactor continuo de gas de ascenso y flujo continuo (V= 10L) para la
oxidacion de sulfuro (pH =8y T =30 ° C) reportado por Janssen (1996).

BALANCE DE SULFURO
S - b {1s), - (HSI) - X(R.+ Ro) - 2S[O, o 19
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OXIGENO (DOS FASES)
BALANCE DE OXIGENO (FASE GAS)

d[O f o) 0
[ 2935] - O2gas _ k| a? 2985] _ [02” ]9 EC 1'8
dt V. & m “a

gas

BALANCE OXiGENO (FASE LIQUIDA)

. )
% =D([Oyl- [omq])ma%- [qiq]g- X(O4R 18R, )- R, Ec. 1-9
e 1]

El consumo de oxigeno Janssen lo calculé de acuerdo a la estequiometria de la oxidacion de

sulfuro:

HS+050, & S+ OH" Ec. 1-10
HS +20, & SO,% + H' Ec. 1-11
2HS + 20, & $,0:% + H,0 Ec. 1-12

Estequiométricamente, 0.5 0 2.0 moles de oxigeno son necesarios para la formaciéon de un
mol de azufre o sulfato respectivamente. Sin embargo de acuerdo a Stefess (1993) las
cantidades molares requeridas de oxigeno son 0.45 y 1.82 debido a que € 9% de los
electrones disponibles son requeridos parala fijacion de CO..

BALANCE DE BIOMASA

dx * * * *
—=X .Y, +RY,, )- D[X Ec. 1-13
oo XRg Y RN )- BIX] c

Lareaccion hacia sulfato (Ec. 1-11) es favorecida por los microorganismos, debido a que a
partir de esta, obtienen mayor energia que la proporcionada por la reaccion hacia azufre
(Ec. 1-10).

Janssen propuso que la produccién de azufre elemental es descrita por la ecuacion doble de
Monod; mientras que la produccion de sulfato es descrita por la ecuacion de Haldane, que
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considera la caracteristica intrinseca de estos microorganismos a ser inhibidos en la

produccion de sulfato por sulfuro (Ver tabla 3).

Debido que en el biorreactor existieron concentraciones de oxigeno y sulfuro muy bajas, no

le fue posible estimar experimentalmente las constantes de saturacion e inhibicidn, asi que

los valores en estos parametros los estimados mediante un andlisis de sensibilidad de su

modelo (tabla 3).

Tabla 3. Pardmetros usados en el modelo de oxidacion biologica de sulfuro.

AZUFRE SULFATO
¢ y
., é [HS] u€ [0,] U . e HS U é [0,,]
R = Rius ol 620y | Ry, =R, 610 g e
eK1+[HS]U @K2+[Oz|iq]g SK3+[HS]+[ ] H @K5+[ 2|iq]g
e K4 u
% I’TQHS * * —_ rrgHS *
=436 [a] =149—=
RmaxS rrgN * hr RmaxSD4 mgN * hr [a]
K,=1.0 mg HSL K5=0.03 mg HSL

K,=0.05 mg O,/L

K4=5.0 mg HSL

Ks=0.05 mg O,/L (gjuste)

Yyx;s= 0.0015mg N/mg HS *[a]

Yysoa= 0.021 mgN/mg HS  *[a]

El modelo fue alimentado con las siguientes condiciones de operacion:

D=0.2h?
Vgas= 1L
m=32
ka=180h* "[b]
N = biomasa

[a] Buisman et.al.(1991). Biotechnol. Bioeng. 38: 813-820

[b] Van't Riet and Tramper. Basic Desing. 1991, Marcel Dekker, New Y ork.
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F L g
=— , Tasadedilucion; h
V
F Flujo de alimentacion, L/h
V Volumen reactor, L
Vgas Volumen de lafase gas, L
ka Coeficiente de transferencia de oxigeno; h
f 02gas Flujo de oxigeno alafase gas; mg/h
m: Coeficiente de particion
R;o}' Velocidad de formacion de sulfato ; mg HS/mg N h
R, Velocidad de formacion de azufre; mg HS/mg N h
Rso, Velocidad de formacién de tiosulfato; mg HS/mg N h*
Velocidad maxima de formacion de azufre, mg HS/mg N h
S Velocidad maxima de formacion de sulfato, mg HS/mg N h

—=— 50 mg HS'/Lh
2200 —4— 50 mg HS'/Lh calculado
) —e— 500 mg HS'/Lh

2000 __ —— 500 HS/Lh calculado v

1800
1600 —-
1400 -
1200 —-
1000 —-

800

mg SO,*/L

600

200 — / / 5

0 n/ﬁ

T T T T T T T T T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4 1.6

0./s O

2° 72 3 molar consumo

Figura 6. Comparacion entre las concentraciones de sulfato medidas y calculadas por €l
modelo de Janssen (1996) en estado estacionario; a diferentes velocidades de
carga de sulfuro y relaciones molares de consumo oxigeno sobre sulfuro.
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Los valores calculados con el modelo para la concentracion de sulfato tienen una buena
aproximacion con datos experimentales (Figura 6) hasta valores de carga de sulfuro de
500mg/L h, donde la concentracion calculada es mucho mayor que la medida. Esto puede
ser atribuido al alto valor usado en la velocidad especifica de sulfato alimentada al modelo.
El modelo reportado por Janssen tiene su mayor merito en cuanto a englobar e investigar
los pardmetros cinéticos que describen la naturaleza oxidativa de los microorganismos que
utilizd, y que necesariamente deben ser diferentes cuando se utilice otro tipo de
microorganismo Yy sustrato.

De aqui surge la inquietud de describir cinéticamente la naturaleza oxidativa del consorcio
microbiano utilizado en €l desarrollo del trabajo que sera reportado en estatesis.

1.6 Instrumentacién para monitoreo y control en biorreactores.
Los sistemas de monitoreo en fermentaciones son una Gtil herramienta que nos ayuda a
entender mejor los procesos microbioldgicos y por tanto implementar estrategias correctas
de control sobre los mismos.
Los sistemas de instrumentacion y monitoreo se pueden agrupar en tres categorias:

Fuera de linea (Off-line)

Sobre linea (On-line)

En linea (In-line)

Los sistemas FUERA DE LINEA (Off-line) involucran la separacion discreta de muestras
del medio a monitorear en intervalos de tiempo, para su subsiguiente tratamiento y andlisis.
Esta técnicas incluyen andlisis quimicos y uso de sistemas de instrumentacion de
laboratorio automatizado, sin embargo estas técnicas tienen la desventaja de que la medida
estara desplazada del tiempo de proceso

Sistemas SOBRE LINEA (On-line) incluyen técnicas que utilizan el muestreo continuo a
través de una corriente del proceso, con el subsecuente analisis del tiempo de respuesta
efectivo que debe de estar dentro del rango permitido paratomar decisiones.

Ejemplos de estos tipos de sistemas se incluyen, los muestreos de corrientes de gas paraun
analisis sobre la linea mediante un espectrofotometro de masas o cromatégrafo de gases,

por un continuo didlisis del caldo de cultivo para e andlisis por un HPLC
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Finalmente los sistema EN LINEA (In-line) son aquellos para los cuales las sondas y
sensores estan directamente en contacto con € caldo de cultivo, dando una respuesta en
tiempo real. Los sensores gque se encuentran incluidos en esta categoria son los de
temperatura, pH, oxigeno disuelto, potencial redox y presion, entre otros.

El objetivo fundamental de los sensores es traducir una sefia fisica o quimica en una sefial
eléctrica, como gemplos podemos mencionar los termopares, los cuales convierten una
diferencia de temperatura en un potencia eléctrico; un electrodo de pH convierte la
actividad del i6n hidrogeno en un potencial eléctrico.

Los sistemas de medicion en linea representan, para este trabajo, la herramienta principal
gue nos ayudard a un mejor entendimiento y caracterizacion del sistema experimental en
estudio.

Entre las principales sistemas de instrumentacion y medicion en linea Utiles para este
trabajo se encuentran:

1.6.1 Temperatura

El calor puede ser transferido libremente a través de la pared celular, e influenciar
directamente el metabolismo celular, es por eso que la temperatura representa una variable
importante a monitorear y controlar.

L os sensores méas usados son los termo-transmisores, termopares y bulbos rellenos.

1.6.2  Velocidades de flujo de liquidos y gases.

Medir y controlar estas variables es de suma importancia, ya que a partir de éstas se
realizan balances de materiales alrededor del fermentador. Los rotametros son los aparatos
mas comunmente usados para la medicion de flujo junto con el equipo de bombeo calibrado
para ese objetivo.

1.6.3  Potencial hidrégeno (pH).

Esta es una de las mas importantes variables que se debe de conocer y controlar, pues
afecta directamente las condiciones de solubilidad, transporte de nutrientes y crecimiento
celular en un biorreactor.

Los sensores que se usan son los electrodos de membrana combinada, los cuales deben
poseer la caracteristica de ser repetidamente esterilizables y recalibrados, para ser

recolocados en la operacion de los procesos; algunas veces deben resistir atas presiones.
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1.6.4 Oxigeno Disuelto ( DO)

Los sensores de oxigeno disuelto han estado disponibles desde hace tiempo y son uno de
los sensores claves en el proceso de una fermentacion.

Estos sensores normalmente presentan caracteristicas de ser esterilizables 0 no segun la
exigenciadel proceso.

Los electrodos de oxigeno disuelto miden la presion parcial del oxigeno y no la
concentracion del oxigeno disuelto, es por eso que las lecturas de DO deben ser corregidas
a cambios en la presion del reactor. Los electrodos o sondas de DO han sido usadas para
determinar el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (ki) y la velocidad de
consumo de oxigeno (g, X ). Estas variables pueden ser relaciones por la ecuacion 1-14:

do, _
dt

ka(0; - O,)- g, X Ec. 1-14

Donde O, = concentracion de oxigeno disuelto en equilibrio con la presién parcial del
oxigeno en €l gas (mg/l); O,= concentracion de oxigeno disuelto en el liquido (mg/l);

kia = coeficiente de transferencia de oxigeno volumétrico (h™); 0o, = Velocidad especifica

de consumo de oxigeno (mg/l h); X = concentracién de masa celular.
1.6.5  Potencial de Oxido-Reduccién ( ORP).
El potencial redox (ORP) es un parametro globa que mide la tendencia de una solucion a
aceptar o donar electrones.
El ORP se mide a través de un electrodo de platino con una referencia a un electrodo de
hidrégeno conectado a un potenciémetro. Se cuantifica en unidades de voltge que
representa la cantidad de energia liberada por unidad de tiempo cuando un cierto nimero de
electrones vigjan desde una fase a otra.
La relacion termodindmica del ORP representado por Ey de acuerdo ala composicion de la
solucion es generalmente conocida como la ecuacién de Nernst:

CZE04 2.303R,T log ~()i [OX]nn.

nF, O[red]”

Ec. 1-15

para una mitad del par redox: N;0X + ne” 34® n; redj :
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Donde: E4° : potencial estandar (Volt)
[oX] actividad del compuesto oxidado, mol/L
[red] actividad del compuesto reducido, mol/L
ne nimero de electrones transferidos
n; : moles del compuesto oxidado
n; : moles del compuesto reducido
Ry : constante de los gases (8.31 Jmol K)
T temperatura absoluta, K
Fe : constante de Faraday, (9.64* 10° coloumb/mol)

Entre las desventgjas de la aplicacion del ORP en mezclas de compuestos, es que el valor
resultante serd producto de la contribucion de todos los componentes.

Janssen y col. (1998) reportaron que en la oxidacion biolégica del sulfuro aazufre y sulfato
y lareduccién del oxigeno en agua representan los principales cambios redox que ocurren
en este proceso. La medicion del ORP de esta forma estard determinado por estas
reacciones.

El valor ORP en principio depende de los potenciales estandar (E%y) de las mitades que
forman el par redox y de las concentraciones de los reactantes (Ec. 1-15). El ORP puede ser
calculado mediante la ecuacion de Nernst si existe equilibrio termodinamico; sin embargo
en lapracticala medicidon del ORP es principalmente determinado por el compuesto con la
mas alta densidad de intercambio de corriente, es decir la habilidad que tiene éste para
intercambiar electrones con la superficie del electrodo de platino, en este sentido varios
autores revelan que existen compuestos que tienen alta capacidad de intercambiar sus
electrones de valencia con la superficie de platino, tal es el caso de sulfuro de hidrogeno ,
para e cual existe una relacion lineal entre la medida ORP y el logaritmo de la
concentracion del sulfuro de hidrégeno en ambientes naturales (Berner 1963, Eckert 1993 y
Frevert 1984).

La interpretacion de los datos ORP es dificil. Lengyel y Nyiri (1965) reportaron que bajo
condiciones aerdbicas el ORP es esencialmente una medicion de la concentracion del
oxigeno disuelto.
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La utilidad de los datos es cuestionable, porque la sonda de medicion ORP esta
directamente en contacto con el seno del ambiente extracelular el cual probablemente es
totalmente diferente del ambiente intracelular. Para procesos anaerdbicos, la sonda es (til
en el monitoreo de ambientes altamente reducidos. Sin embargo esta situacion esta sujeta
solo a monitoreo de ambientes extracelulares.

Otra desventaja del ORP es su fuerte dependencia del pH, se han reportado decrementos en
el ORP de 33mV con el incremento en una unidad en el pH.

Pero a pesar de estas dificultades, algunas correlaciones para los datos ORP han sido
reportadas para procesos de fermentacion especificos (Akashi y col. 1978; Dahod, 1982;
Janssen 1998).

Dahod (1982) ha comparado las lecturas de DO con el ORP para la fermentacion de la
penicilina. Partiendo de que el oxigeno es el aceptor final de electrones en procesos
aerébicos, la sonda DO mide el potencial de oxidaciéon de la reaccién terminal, mientras
gue la sonda ORP puede medir el potencial de oxidacion de todos los productos excretados
en el cado de fermentacion. De acuerdo a Dadod (1982) la concentracion de los
metabolitos intermediarios sobre un patrén oxidativo, es controlado por la disponibilidad de
oxigeno en lareaccion terminal.

Habra méas especies reducidas en el ambiente extracelular y un bgjo valor ORP, s el
oxigeno disuelto es escaso. En fermentaciones con pastillas, el oxigeno disuelto en el seno
del liquido puede ser mas alto que &l oxigeno disuelto presente en el centro de la pastilla, el
cual generalmente es muy bajo. Usa sonda DO que muestra una alta lectura puede indicar
suficiente transferencia de oxigeno cuando en realidad no es e caso. Una sonda redox

podria potencialmente ser Util en interpretar correctamente esta situacion.

El ORP hasido correlacionado con la formacion de productos y cambios metabdlicos.
Akashi (1978) observo que la producciéon éptima de I-leucina por B. Lactofermentum
ocurre cuando el ORP se encuentra entre —200mVy 220mV.

Janssen y col. (1998) reportan que la formacion de azufre elemental a partir de la oxidaciéon
biolégica de sulfuro puede ser optimizada por €l control del estado redox de la solucién. El
azufre al ser insoluble puede ser removido por sedimentacion gravitatoria 'y ser reutilizado

como materia prima, por ejemplo en el proceso de biolixiviacion. Se mostr6 que con el
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suministro a la corriente gaseosa recirculada de cantidades de oxigeno cercanas a las
estequiométrica, la formacion de sulfato es minimizada. El potencial redox es
principalmente determinado por la concentracion de sulfuro, debido a que este compuesto
tiene una alta densidad de intercambio de corriente con la superficie del electrodo de
platino. Por mantener un determinado punto de control redox, € reactor en realidad se
convierte en un “Sulfide-stat”. Demuestran, que en un reactor de oxidacion de sulfuro, la
medicion del potencial redox usando un electrodo redox pulido, se determina mejor cinética
gue termodinamicamente. El valor redox éptimo para la formacion de azufre fue de —147 y
—137 mV (electrodo de referencia H,, temperatura 30°C, pH 8). Los resultados fueron
usados para €l control de varias instalaciones de gran escala, como las que desulfurizan
biogas y gas natural a alta presion.

En resumen, aun cuando e ORP intracelular y extracelular puedan variar
independientemente, y la sonda ORP solo es sensible a ambientes extracelulares, las
mediciones ORP pueden proveer de correlaciones Utiles en la formacion de productos,
particularmente en regiones donde los rangos Utiles de oxigeno disuelto son dificiles de
medir con sondas DO.
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2 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

En la problematica ambiental los compuestos de azufre representan por su toxicidad,
corrosion y mal olor un serio contaminante del ambiente, por lo cual es necesario disminuir
sus emisiones. El trabajo reportado en esta tesis se dirige a tratamiento biolégico de
compuestos reducidos de azufre, presentes en efluentes de desecho de la industria petrolera
(aguas acidas, amargas y desflemadas) y que normalmente son vertidas arios y mares.
Lostrabgjos de Alcantara (2000) y Velasco (2001) representan notables avances en lo que se
refiere a edudios de caracterizacion microbiologica del consorcio sulfoxidante y
operacionales del reactor, todo esto con lafinalidad de caracterizar y evaluar la produccién de
azufre elemental a partir de la oxidacion parcial de tiosulfato.

La posible implementacion a nivel industrial del sistema mostrado en la figura 4 en
tratamiento de efluentes liquidos contaminados con compuestos reducidos de azufre
provenientes de la industria petrolera, hace necesario conocer y caracterizar mejor el Sistema
Sulfoxidante (SS) de tiosulfato.

La escasa informacion del comportamiento del consorcio sulfoxidante en condiciones
limitantes de oxigeno, hace necesario conocer su respuesta y limitaciones a cambios
operacionales en tales condiciones,

La poca sensibilidad de un electrodo de DO a valores menores a1 mg O, /L no representa
una buena variable para conocer € estado de operacion que guarda el SS. Por tanto se hace
necesario investigar una nueva variable con un mayor rango de sensibilidad en condiciones
micro-aerobias (que favorecen la produccién de azufre elemental), que nos permita controlar
la produccién de azufre elemental

La conjuncion del conocimiento acumulado por € grupo de trabajo puede realizarse mediante
la modelacion matematica del SS, involucrando las caracteristicas naturales del consorcio en
expresiones cinéticas, junto con parametros de transferencia de oxigeno.

En vistade lo anterior, los objetivos del presente trabajo de investigacion son:
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Objetivo General.

Contribuir a desarrollo del proceso de sulfoxidacion de tiosulfato por medio del

estudio de variables de control relevantes y su descripcién matematica.

Objetivos Particulares.

Mantener un consorcio estable de bacterias sulfoxidantes en condiciones continuas.
Caracterizar €l estado que guarda €l reactor continuo de oxidacion parcial de
tiosulfato a azufre elemental mediante el monitoreo en linea del potencial redox y
oxigeno disuelto

Determinacion de latasa de transferencia de oxigeno alafase liquida ( ka).

Evaluar latasa de dilucion critica del sistema sulfoxidante bajo condiciones de

limitacion de oxigeno.

Desarrollar y validar un modelo matematico del sistema sulfoxidante.
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3 MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se presentan el conjunto de medios experimentales y tedricos que ayudaron
al desarrollo del presente trabajo. Se describe la conformacion fisica del sistema experimental
empleado en la oxidacion de tiosulfato. Ademas se describe paso a paso € desarrollo de las
determinaciones analiticas (pH, ORP, DO, concentraciones de especies de azufre y biomasa)
cuyos resultados fueron de gran utilidad para conocer € estado de funcionamiento del SS.
También se presentan definiciones de parametros operacionales Utiles en la caracterizacion
del SS, como son la tasa de dilucion critica (Deitica) , tiempo de residencia (t;), ka,

rendimiento y selectividad a azufre, entre otros.

3.1 Material bioldgico.

Como inéculo se utilizd un consorcio de microorganismos sulfoxidantes del genero
Thiobacilli adaptados atiosulfato por un periodo de 4 afios, en un fermentador agitado BioFlo
New Brunswick I11. Setomaron 10 mL deinoculo y se hizo crecer en matraces Erlenmeyer
de 250 mL con 100 mL de medio apH de 7, 30 °C y 180 rpm de agitacién. A continuacion,
cuando el pH medido se encontraba en 5, los cultivos provenientes de 5 matraces se
centrifugaron y se resuspendieron en solucién salina estéril. Sellevd a una densidad Optica de
1 para pogerior inoculacion en €l reactor.

3.2 Mediodecultivo

Los microorganismos se crecieron en un medio descrito por Sublette (1987), utilizando
como fuente de energia el tiosulfato (S;03%) que es un compuesto reducido de azufre.

El tiosulfato de sodio se utiliz6 como modelo de estudio en gran parte del trabajo, dado que
permite su manipulacion sin riesgos asociados a toxicidad. Es importante sefidlar que este
compuesto se ha utilizado como modelo para estudios de sulfoxidacion (Sublette, 1987;
Steffes y col., 1996; Kelly y col., 1997)

46



Tabla4. Medio de cultivo

Compuesto Concentracion (g/L)
NagHPO4 1.2
KH2PO4 1.8
MgCl. 6H20 0.4
NH4CI 0.5
CaCl2 0.03
MnCl; 0.02
FeCl3.6H,0 0.02
NaHCOz3. 20
S,05” 9.0

El pH del medio de cultivo paratasas de dilucion (D) menores de 1.0 d™ se mantuvo en 7.0,
gue es & pH resultante del buffer de fosfatos empleados en la preparacion del medio de
cultivo mostrado en la tabla 4, a D superioresa1.0 d* el pH del medio se mantuvo en 5.0
por laadicién a medio de cultivo de H3PO..

Lo anterior con la finalidad de mantener el control del pH en el SS en 5.0 sin tener que

adicionar excesivas cantidades de HCI al SS, para mantener el control del pH.

3.3 Reactor.

Se empled un sistema piloto continuo con recirculacion, conformado por dos recipientes de
vidrio en forma cilindrica interconectados entre si, y un sedimentador, como se muestra en
la figura 7 y 8, a los primeros recipientes se les denominar& “Reactor ” y “aireador ",
teniendo las dimensiones siguientes. diametro: 14 cm y 6.5 cm; longitud: 65cm y 50 cm ;

volumen : 10L y 1.6L (variable) respectivamente.
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Figura 8. Diagrama de flujo del sistema experimental
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Las corrientes de alimentacion (F) y recirculacion (R) fueron alimentadas desde el fondo

del reactor mediante su respectiva bomba de velocidad variable (ver tabla 5). El suministro

de oxigeno fue hecho mediante el burbujeo de aire, cuyo flujo al aireador fue controlado a

través de un rotdmetro. Latabla 5 resume las caracteristicas de los principales componentes

gue conforman el Sistema Sulfoxidante (SS).

Tabla 5. Principales componentes del SS

Componente Capacidad Marca Modelo
Reactor 10L SEV
Aireador 16,12,08L Ninguna
Sedimentador 8L SEV
Bomba F 0.1-0.21L/h Cole Parmer No. 7523-30
BombaR 20-165L/h Cole Parmer No. 75225-00
Bomba C 12 rpm Cole Parmer No. 7543-30
Rotametro 0-5LPM Cole Parmer
_ Applisens sensor PM
Electrodo pH Applikon
GEL L= 385mm
Applisens sensor
Electrodo O Applikon Disolved oxygen
L=590mm 20L
) Applisens sensor
Electrodo ORP Applikon o
Combination ORP
Controlador depH y _ pH controller 565.2
B& C Electronics

O, disuelto.

OD controller 565.2

En € interior del reactor se instalé un soporte de biomasa, formado por una serie de tubos

corrugados de polietileno, colocados en forma vertical , que estuvieron sumergidos durante

los primeros 48 dias de operacidon del SS. La figura9 muestra un corte del soporte usado,

en el interior y exterior de los tubos existe un flujo continuo (R) del caldo de

fermentacion,en la misma direccion que la orientacion de los tubos.
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Figura9. Flujo del caldo de fermentacion a través del soporte de biomasa probado.

3.4 Definicién de los parametros que caracterizan al
Sistema Sulfoxidante (SS)
3.4.1 Definicién de la tasa de dilucion y tiempo de residencia.
En base a las variables de operacion del sistema se definen los siguientes parametros que
caracterizan los estados de operacion a los cuales fue sometido el SS.

L, F
Tasadedilucion=D =—— Ec. 3-1

total
: : : 1
Tiempo deresidencia= t, :B Ec. 3-2

Donde:
D:d?
t;d
F: Flujo de alimentacion; L/h
Viotal: VOluMen reactor y aireador; L

3.4.2 Definiciones de Rendimiento, Selectividad, Conversion y Tasa de remocion especifica.

A continuacion se definen los siguientes pardmetros (Felder y Rousseau 1991) que nos

permitirén evaluar el desempefio del SS.
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. 0
Rendimiento = Moles formadas de producto deseado: S Ec. 3-3

as Moles de S’ que se formarian si no hubiera reacciones
adyacentes y si el sustrato limitante (S,05%)
reaccionaracompletamente.

Selectividad = M oles formadas de producto deseado: S°

a0 Ec. 34

Moles formadas de producto no deseado: SO,*

214 Ec. 3-5
Tasa de remocion especifica= qg = L, M:
X dt p

Moles iniciales de tiosulfato — Moles alasalida de tiosulfato Ec. 3-6

Conversion =
Moles iniciales de tiosulfato

3.5 Determinaciones analiticas
Estas fueron realizadas con la finalidad de conocer el estado de operacion del SS, para esto
se monitoreo en continuamente el pH, ORP, DO, e intermitentemente las concentraciones
de especies de azufre y biomasa, para posteriormente con los resultados proponer

parametros de caracterizacion, como lo son la velocidad de consumo de oxigeno (g, X ), €l

coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (ka), la relacibn molar tedrica

0./S:05” (R,,) y latasa de dilucion critica (Deritica)-
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Mediciones analiticas

3.5.1  Potencial Hidrdgeno (pH)

El pH fue medido directamente desde el reactor, através de un electrodo Applisens sensor
PM GEL L =385mm y mantenido en un pH de 5.0 por medio de un controlador pH
controller 565.2 B&C Electronics, que adiciond NaOH o HCI seguin €l caso de operacion.

3.5.2  Potencial Redox (ORP)

El ORP fue medido através de un electrodo de platino (Ag/AgCl) conectado a un medidor-
adquisidor de datos 720A plus pH/ISE de la marca ORION.

El electrodo fue calibrado a una temperatura de 30°C con dos soluciones saturadas de
quinidronaaun pH de 7 (+79 mV) y 4 (+258 mV).

3.5.2.1  Medicion del ORP fuera del SS

Este fue realizado en un matraz de 3 bocas con un volumen de 300mL donde en cada boca
fue insertado un electrodo ORP, una manguera de burbujeo y una salida de escape, sellando
todo perfectamente; en el matraz se prepararon soluciones de concentracion conocida por
separado de sulfito, sulfato, tiosulfato a través de la disolucion de sus respectivas sales,
controlando la temperatura en 30° C y pH en 5.0 en todos los casos, a través de una bafio y
adicién de NaOH o HCI segln sea € caso respectivamente, y el oxigeno disuelto en 0.00,
0.30 y 545 mg O,/L mediante el burbujeo de helio, mezcla de aire d 1% O, y aire
respectivamente. Latécnica de medicion consistié en mantener constante un valor de oxigeno
disuelto e ir adicionando cantidades conocidas de la sal del compuesto en cuestion,
alcanzando de eda forma concentraciones conocidas, cuyo cambio modifica el valor del
ORP. El valor representativo del cambio ORP fue aquel que se alcanzd al cabo de 3 min.

3.5.2.2 Medicion del ORP enel SS
Esta medicién se realizé insertando directamente e electrodo ORP en € reactor, siguiendo su

evolucion.

3.5.3  Oxigeno Disuelto (DO)

La concentraciéon de oxigeno en la fase liquida fue determinado en el reactor y aireador
mediante un electrodo polarogréfico de oxigeno disuelto (Applisens sensor disolved oxygen
L =590mm 20L) en un rango calibrado de 0.0 hasta 5.45 mg O./I, que es la concentracion
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de saturacién correspondiente a las condiciones del medio de cultivo en la ciudad de
México, €l electrodo fue conectado a un controlador OD controller 565.2 B& C Electronics

del cual fue leido directamente el valor de oxigeno disuelto.

3.5.4  Determinacion del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno ( k).

La determinacion de kia fue hecha con un flujo de aimentacion F de 0.21 L/h, manteniendo 3
volumenes diferentes en e aireador, y en cada volumen se fijaron diferentes flujos de aire,
manteniendo el flujo de recirculacion en 35.1 L/h Las condiciones experimentales vienen

resumidas en latabla 6.

Tabla 6. Condiciones experimentales utilizadas para el calculo de kia.

Volumen aireador, Recirculacion, Fares
Vg, L R, L/h L/h
6, 12, 24, 60,
1.67 35.1
120, 180, 240
6, 12, 24, 60, 96,
1.25 35.1
120, 180, 240
6, 12, 24, 60,
0.84 35.1
132, 180, 240

En cada una de estas condiciones se midié la concentracién de oxigeno disuelto en € aireador

y reactor, ademas de la velocidad de consumo de oxigeno en €l aireador ¢, X (ver seccidn

3.5.5), con lafinaidad de elaborar un balance de oxigeno arededor de la unidad aireadora

A partir del balance de oxigeno en dos fases (Ec. 3-7 y 3-8), alrededor de la unidad

aireadora, y considerando mezclado ideal en ambas fases se tiene:

d[O]; 0

Fase gaseosa: =D _([0,1¥'- [0]s)- Iqa?%]‘;- [OZ]Bé Ec. 3-7
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Faseliouicer 12 =DE([0), - [0,]:) +kagioas- [0, & o, X Ec 38
a
Donde:
ka Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno; h*
m=55 Coeficiente de particion (a la presion atmosférica y salinidad segun tablas de
correccion)

[0,],  Concentracion de oxigeno disuelto en el reactor, o de entrada al aireador; mg O,/L
[0,]: Concentracion de oxigeno disuelto en € aireador; mg O,/L

[0,]&'=300 mg Oy/Lare Concentracion de oxigeno en € aire

0o, X Velocidad de consumo de oxigeno disuelto, 204 + 6 mg O./Lh (ver seccién 3.5.5)

F. S . .
Do =, » Tasadedilucion del aire, ht Ec. 3-9
F.ie Flujo deaire, Lar/h
Ve Volumen de aire en €l aireador, L
DE = VR Tasa de dilucion de recirculacion; h™. Ec. 3-10
B
R Flujo derecirculacion; 35.17 L/h
Vg Volumen de aireador; L

El balance se simplifica suponiendo que la concentraciéon en la fase gas y liquida del
oxigeno alcanzan rdpidamente el estado estacionario, pues los flujos de recirculaciéon R y
de aire alimentado Fre SON constantes durante €l tiempo de operacion, ademas de que la
actividad oxidativa del consorcio (g, X) no cambia significativamente durante el
experimento (ver tabla 8). A continuacion se presenta el balance de oxigeno en dos fases
(Ec. 3-11 y 3-12) simplificado, que nos permite estimar el ka para sistemas en régimen
continuo y estado estacionario.

D.[O,]e +ka[O,]; Ec. 3-11

ka
7+D
m G

Fase gaseosa: [O,]s =

o4



Fase liquida: ka= Ds{z[a{%];; (O]} + o X Ec. 3-12
ol 10,2

Como se observa, ka es funcion directa deD, y de la tasa de dilucion de recirculacion

(Dg), y estas variables a su vez determinaran las concentraciones de oxigeno disuelto a la

entrada y salidadel aireador.

3.5.5  Velocidad de consumo de oxigeno (ge, X )

Ega variable fue necesario determinarla, para integrarla a balance de oxigeno en e aireador.

fo, X sedetermind para cada volumen de aireador y por duplicado.

Se tomd una aicuota de 250mL proveniente del aireador, donde se hadla la mayor
concentracion de oxigeno disuelto en € sistema, para proceder a someter la alicuota a
agitacion e introduciendo un electrodo de DO, para seguir e cambio de O, disuelto en €

tiempo. Con los datos obtenidos se calcula g, X , esta correspondera a la mayor pendiente

obtenida de graficar tiempo vs. concentracion de O, disuelto (Figura 10).

3.5

3.0
pendiente= -0.0526 mg O,/L seg
2.5

= 2.0
\N
o 1 \
2 1.5
IS -
i \_
1.0
i \.\
0.5 =
4 \Il
\l.
0.0 1 —.
T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo seg

Figura 10. Estimacion de (g, X =189 mg O,/L h
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3.5.6  Analisis de las especies de azufre:

3.5.6.1 Sulfito (SO,%), Sulfato (SO,*) y Tiosulfato (S,05%).

La deteccion y cuantificacion de S,0,”, SO, , SO, se redliz6 en forma répiday precisa
mediante cromatografia de liquidos (HPLC). En este método se usd un detector PDA
(Photo Diode Array 996, Waters) leyendo a una longitud de onda de 308 nm. Se uso ftalato
de potasio (0.04 M pH 4) como fase moévil a un flujo de 0.8 mL/min., en una columna
(lonoSpher-A) de intercambio idnico de 250 mm de longitud y 4.5 mm de didmetro interno,
empacada con silica. La temperatura a la cual se realiz6 la deteccién fue de 30 °C y 1500
psi de presion.

Se prepard una solucion 10 mM de sulfito, sulfato y tiosulfato a partir de sus respectivas
sales de sodio en agua desionizada, se hicieron diluciones para tener diferentes
concentraciones de los compuestos y determinar la linedlidad de la respuesta,
encontrandose que €l area bagjo la curva de absorbancia fue directamente proporciona a la

concentracion (ver apéndice).

Preparacion de la muestra para el andlisisen el HPLC.
Se hace unadilucion de lamuestra (1:10) y se filtral mL de la misma en una membrana de
nylon de 13 mm de diametro y 0.45 nm de tamafio de poro. Posteriormente se aplican

20 nL de lamuestra en el contenedor del cromatégrafo y se procede alainyeccion.

3.5.6.2  Azufre elemental (S°) en suspension y sedimentado.

Debido ala naturaleza fisicadel S’ este se presenta en el sistema formando una suspension
saturada con la fase liquida, parte de este permanece en suspension, mientras gue otra parte
sedimenta en la parte inferior del reactor, por lo que fue necesario reaizar las

determinaciones de S° precipitado y en suspension.

S° en suspension
Se determind por espectrofotometria la cantidad de S° en suspension (Bartlett y Skoog,

1954), Este método se basa en la reaccién de cianuro de sodio con azufre elemental para
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formar tiocianato de sodio. En una solucién de acetona, el azufre elemental reacciona
répida y cuantitativamente con cianuro para dar €l complejo tiocianato. El tiocianato puede
ser determinado colorimétricamente por la adicion de acetona con cloruro férrico. El
método es sensible para concentraciones de 2 ppm de azufre elemental. Los peréxidos,
sulfuros, bisulfuros y mercaptanos no interfieren cuando estan presentes en grandes
cantidades. El método alcanza una precision del 98-99%.

Todas las determinaciones espectrofotoméricas fueron hechas a través de un
espectrofotdmetro (Spectronic 20D Milton Roy Company).

S precipitado.
Para la determinacién del S precipitado fue necesario, primero cuantificar los sdlidos
totales precipitados; estos se determinaron como sigue:
1. En un vaso de precipitado previamente pesado se recolectaron los sblidos
sedimentados dela parte inferior del reactor.
2. Se dejé sedimentar la muestra por 1 hora y posteriormente se decantd el
sobrenadante.
3. Se dej6 secar lamuestra por 24 h aunatemperaturade 70° C y posteriormente se
peso.
4. Ladiferencia del peso en el vaso serala cantidad de sdlidos sedimentados.
La determinacion de la cantidad de S° en € sblido sedimentado se determino mediante €
siguiente procedimiento.
1. Se prepara una suspension con una concentracion de 50 mg/L del solido seco
sedimentado y otra suspension de la misma concentracidn con azufre elemental grado
reactivo en éer de petréleo. Por e método de espectrofotometria indicado
anteriormente se determina el %S que contiene la muestra sedimentada , asumiendo
gue la absorbancia leida para la suspension de azufre elemental grado reactivo
corresponde a 100% en contenido de S°.
3. La cantidad de azufre elemental contenido en el sdlido sedimentado estara dado
por:
(peso Sdlidos sedimentados) * ( %S°). Ec. 3-13

El %S° contenido en e s6lido sedimentado, permanecio alrededor del 85% .
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3.5.7  Determinacion de la relacion molar (0,/S,0,) tedrica (R_,).
Larelacion molar estequiométrica (R,,.) esta acotada y definida por las ecuaciones 3.14 y
3.15, donde una R = 2 favorecera la formacion de sulfato (Ec. 3.14), mientras que una

R, = 0.5 favorece la formacion de azufre elemental (Ec. 3.15).
S04 + 20, +H,0 & 2S04~ + 2H*  DG°=-739 k¥mol Ec. 3-14

S0+ 120 &a S + SO7 DG°=-231 kJmol Ec. 3-15

Las relaciones molares tedricas O./S,05” (R,) se evaluaron mediante el calculo de las
cargasde O, (Q,,) Y S$,05% (Q, .2 ) queseconsumen en el SS.

Estas cargas vienen definidas como sigue:

* -
Q, = R (Ods - [0:],) Eo 316
Vtota]
* 2- } 2-
Q. =" (501, [S07]a) Ee 217
: Vtota]

donde:
Qo, Carga de oxigeno consumido, mg O,/L h
Qszof Carga detiosulfato consumido, mg S,0:%/L h
F Flujo de alimentacion , L/h
R Flujo de recirculacién, L/h
[O,] A Concentracion de oxigeno disuelto en €l reactor; mol O,/L
[0,]: Concentracion de oxigeno disuelto en € aireador; mol O,/L
[S,0.% 1., Concentracion de tiosulfato en la alimentacion; mol S,05%/L

[S,0,],  Concentracion detiosulfato ala salida del sistema; mol S,05%/L
Viotal Volumen de reactor y aireador, L

Por tanto podemos definir |la relacion molar oxigeno / tiosulfato tedrica (R, ) como sigue:
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9 _& Qoz 9

Ec. 3-18

2 0O
Rmt: 2 - - - -
§SZO32 zeorics gQSZOf ﬂ

El control enla R, es una forma operaciona practica de aproximarse ala R, que favorece

la produccién de azufre elemental.

3.5.8 Calculo de la tasa de dilucion critica (D,,,) por el Método del Lavado
El método del lavado consiste en aumentar sobre Dgiica € valor de D de operacion en el
cultivo en estado estacionario de forma que se produzca €l lavado. En esta situacion rige la
ecuacion diferencial 3-19. Dado que D> Dcritica las células se lavaran del sistema, pues la
velocidad de crecimiento (mnax) Sera menor que latasa D de operacion.

dXx

T DXEmLX Ec. 3-19

Donde X es la concentracién de biomasa expresada en mg biomasa/L.

La prueba de lavado para este trabajo consistio en alcanzar en el SS un estado estacionario
aunaD = 05 d* (e pH se control6 en 5.0 mediante la adicién de NaOH 0.5N), para
proceder posteriormente a aumentar Subitamente la alimentacion para obtener una
D =1.0 d™ que es mayor que Mmax , €n ambas tasas de dilucién se mantuvo una R, cercana
a0.5, que favorece laformacion de S° .

Se realizaron dos pruebas de lavado, en D = 1.0 d}, en la primera prueba el pH se controlé
con HCI 1IN y la segunda con NaOH 0.5N tasa a la cual se obtienen los perfiles de
concentraciones de compuestos azufrados y biomasa Utiles en el calculo de Dgritica.
Integrando el balance de biomasa (Ec. 3-19) se obtiene:

InX =(m,, - D)*t+C Ec. 3-20

Se linealizaron los perfiles de biomasa obtenidos en los experimentos, de forma de obtener

una linea recta en e plano In X vst, cuya pendiente es (mmx-D), procediendo de esta forma
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al calculo de Mnax. La Dgritica €Stara dada por la velocidad maxima de crecimiento por parte
del consorcio, e30 €S M= Deritica

Un pardmetro (til que se puede calcular a partir de mnax Y que nos ayuda a darle una
interpretacion fisica a la velocidad de crecimiento es el tiempo de duplicacion (tg), que se
define como € tiempo que media entre dos duplicaciones sucesivas, y que se puede
calcular a partir de la ecuacion 3-21 :

t, -In2 Ec. 3-21
m

Es importante mencionar, que la mnax estimada a partir de las condiciones limitantes de
oxigeno descritas en este experimento, en realidad serd una mque corresponde a nivel de
oxigeno disuelto mantenido durante la prueba experimental, pues como se define en la
Ec. 4-21 y Ec. 4-22, la mdepende tanto de la concentracion del tiosulfato y oxigeno. La

concentracion de tiosulfato se considera en exceso durante la prueba de lavado.

3.6 Mediciones microbianas
Con la inclusion del soporte de biomasa en el sistema fue necesario realizar dos tipos de

determinaciones de biomasa, en suspensiéon y en €l soporte.

3.6.1 Biomasa en suspension.
Esta fue determinada indirectamente por la cuantificacion de proteina presente en el medio
de reaccion, mediante el méodo descrito por Lowry (1951) utilizando una curva patrén con
alblminade 0 2500 mg/L.
Para la estimacion de la biomasa presente , se ponderd la concentracion de proteina por un

factor de 2 considerando que la biomasa contiene 50% de proteina (Peppler 1967).

3.6.2  Biomasa en soporte.

Se probaron 3 tipos de soporte: manguera de ¥ pulgada de superficie exterior rugosa, tubos
corrugados de polietileno poliflex de %2 pulgada de diametro y rejillas de plastico, retirando
del medio de reaccion una muestra de cada uno de estos, se sumergié cada muestra en 500mL
de agua destilada, para ser sometido posteriormente el conjunto soporte- agua a un sonicador
Bransonic mod. B200R-1 por una hora, a cabo de este tiempo se obtiene una suspension de

biomasa y azufre productos del desprendimiento de las paredes del soporte sumergido.
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Se procedié después a la determinacion de proteina en suspension, tomando una alicuota
homogénea de la suspension sonicada. La alicuota fue llevada a una dilucién 1:6, lo anterior
con la finalidad de eliminar la interferencia del azufre, haciendo de esta forma una solucion
diluida.

El valor reportado se refiere a la cantidad de biomasa por unidad de &rea de soporte. Para €l
caso de lamangueray las rejillas usados como soportes, se calcul6 e area superficial total de
edtas, suponiendo que toda € area sirvid de soporte de los microorganismos; pues la baja
turbulencia existente en € reactor no provoca desprendimiento apreciable de la biopdlicula
formada (Nge = 80, Velasco (2001)).

Para los tubos Poliflex se aplicd € andisis hecho por Orantes (2000), € cua considera
diferentes formas de adherencia, es decir la proporcién dd area disponible que es usada por
los microorganismos para formar biopeliculas segun las condiciones hidrodinAmicas
prevalecientes en este tipo de tubos;, para nuestro caso de esudio y de acuerdo a las
observaciones hechas, se consider6 que la biopelicula sigue totalmente el contorno del medio

de soporte como se muestraen la Figura 11.

»

19.4 mm

___ Areade crecimiento de Biopelicula

Figura 11. Tubo Poliflex usado como soporte de biomasa.

Orantes (2000) reportd para ese soporte y diametro nominal de %2 in, un &ea de crecimiento
de la biopelicula de 3.46E-0.3 m* por 0.016 m de longitud de tubo. Asi de esta forma se
calcul6 € areatotal de crecimiento ponderando por la longitud total de soporte utilizado en €l

reactor.
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4 RESULTADOSY DISCUSION.

La finalidad de este capitulo es presentar los datos experimentales obtenidos de la
operacion de un sistema continuo y con recirculacion (SS), que oxida bioldgicamente
tiosulfato a azufre elemental. Estos resultados sirven para conocer las caracteristicas del
consorcio sulfoxidante y las limitaciones operacionales del SS en condiciones micro-
aerobias. Asimismo se evalla y explica la contribucion de la unidad aireadora en la
oxidacion del tiosulfato, y su afectacion en la produccion de azufre elemental. Se proponen
criterios de disefio y operacion que permitan minimizar el consumo de oxigeno en launidad
aireadora. Se formula una correlacion parael ORP del caldo de fermentacion, que puede ser
atil para conocer el estado de funcionamiento del SS, ésta correlacion ademas nos permite
conocer aproximadamente la concentracion de tiosulfato en el caldo de fermentacion. Por
altimo se propone un modelo matemético del SS, el cua es validado, comparando los
resultados predichos con los datos experimentales reportados para este SS.

4.1 Operacion.

411 General.

Se mantuvo en operacion e Sistema Sulfoxidante (SS) como el descrito en la seccién 3.3
por espacio de 220 dias, sometiéndolo a diferentes perturbaciones operacionales, que seran
descritas con detalle mas adelante. Estas perturbaciones fueron realizadas con la finalidad
de evaluar la respuesta y las limitaciones del SS a estos cambios, con especial interés en
condiciones de limitacion de oxigeno ([O;]< 0.1 mg/l). En & proceso industrial esta
condicion seria la ruta para la obtencion de S° a partir de compuestos reducidos de azufre.
Se evalud en condiciones limitantes de oxigeno la tasa de dilucién critica (Dgritica) del SS,
operando €l sistema a tasas de dilucion de lavado, 0 sea superiores a la velocidad méxima
de crecimiento (Mmax) pero en limitacion de oxigeno del consorcio sulfoxidante.

Al mismo tiempo se evalud y monitored permanentemente la respuesta del Potencial de
Oxido-Reduccion (ORP) alas mismas perturbaciones; se calcul6 el coeficiente volumétrico
de transferencia de oxigeno kia en la unidad aireadora, esto con €l objetivo de caracterizar
y cuantificar su contribucion alaoxidacion del tiosulfato en el SS
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Lafigura 12 muestra el desempefio global del SS durante el periodo de estudio, sefidlando las

diferentes etapas experimentales.
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Figura12. Desempefio global del SS alo largo del periodo de estudio

4.1.1.1 Etapas experimentales

Etapa (a) 0- 48 dias: El SS fue operado a una tasa de dilucién D = 0.5d™, registrandose

rendimientos tedricos hacia azufre e emental de 65%.
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En esta etapa se evalud el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (kia) en la
unidad aireadora, que sera descrito en la seccion 4.1.2.4. También se inserté un soporte
como €l descrito en la seccién 3..6.2. con €l fin de aumentar la poblacién microbiana en €l
SS, para lograr incrementar las velocidades de remocion de tiosulfato; este ultimo resultado
no fue cuantificado pues no se contaron con los datos suficientes, debido a la presencia de
fallas operacionales como fueron interrupciones en la alimentacion y falla en el sistema de
control del pH, y solo se reporta la cantidad de biomasa adherida a las paredes de los
diferentes tipos de soporte probados.

Etapa (b) 48- 52 dias: Con €l objetivo de investigar la tasa de dilucion critica, el SS se
cambi6 la tasa de dilucién de D =0.5 d* una D = 1.0 d”, y de esta forma producir el
lavado (Pirt y Callow, 1960), aumentando el valor de D sobre Dgitica €1 UN cultivo en
estado estacionario.

Etapa (rl) 52- 75 dias. Restauracion de la poblacidon microbiana, mediante la
reinoculacion del sistema (se agregd aproximadamente 1 L del azufre sedimentado
obtenido de otras etapas experimentales) y la aireacion directa por 18 d en € reactor
manteniendo la operacion aD = 0.5d™ , durante esta etapa no se siguié el desempefio diaa
dia, de modo que al cabo de 18 dias la concentracion de proteina mostré niveles alrededor
de 100 mg/L y entonces se procedio a la nueva adaptacion del consorcio a condiciones de
limitacion de oxigeno por 3 dias, paradgarlo listo parala siguiente etapa experimental.
Etapa (c) 75 — 120 dias: Regablecido €l sistema, se procedio en esta etapa a la operacion
nuevamente a una D = 1.0 d*, esta vez recirculando la biomasa periédicamente por los
primeros 6 dias, la intencién fue lograr que los microorganismos pudieran adaptarse a las
nuevas condiciones de operacion.

Etapa (r2) 120 — 165 dias. Restauracion de la poblacion bacteriana en e SS, de igual
forma como se describio en (rl)

Etapa (d) 165 — 175 dias. Segunda prueba de lavado, aumentando el valor de D sobre
Deritica del cultivo en estado estacionario.

Etapa (r3) 175-220 dias: Restauracion de la poblacion microbianaen el SS.
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4.1.2  Caracterizacion del sistema.

4121 Etapa (a): Operacion.

Esta etapa corresponde a periodo de conocimiento y familiarizacion con € SS, instaldndose
ademas 3 diferentes tipos de soportes, evaluando la capacidad de estos para permitir la
formacion de biopeliculas por parte del consorcio sulfoxidante. Los resultados reportados se
refieren ala cantidad de biomasa por unidad de &rea de soporte.

Losresultados del andlisis se muestran en latabla 7:

Tabla 7. Resultados de adherencia de biomasa en soportes

. : > Densidad de &ea
Tipo de soporte mg biomasa/ cm cm?lent
Tubo Poaliflex 0.2312 4.33
Manguera 0.0619 4.19
RejillaPVC 0.0125 3.06

El tubo Poliflex posee la mayor capacidad de adherir biomasa a su superficie ademés de
tener la mayor densidad de érea, por lo cual se convierte en la mejor opcion operacional de
los soportes probados, para ser utilizado en la remocion bioldgica de compuestos reducidos
de azufre.

4.1.2.2 Etapas (b)y (d). Pruebas de Lavado: Calculo de la tasa de dilucién critica.

Durante estas etapas se investigé la tasa de dilucion critica (Deiica) para € SS, a
condiciones limitadas de oxigeno ([O,]<0.1 mg/l ) necesarias para la formacién de azufre
elemental. Para la redlizacion de ésta y las demas etapas experimentales se gusto la

R, cercana a 0.23 (Ec. 3.18) por medio de la manipulacion de Q. y QSZ 0r Ege dltimo

valor dela R ,, corresponde a larelacion optima paralaformacion de S( R, =0.5) debido

a las contribuciones de oxigeno no controladas del aireador (Ver seccion 4.1.2.4).

Etapa (b). Prueba de Lavado 1.

En primera instancia se muestran los resultados de la etapa (b) en la Figura 13. Esta es la
primera ocasion en que el SS es sometido a D =1.0 d™; los resultados muestran un lavado
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del SS con el aumento de D = 1.0 d*, la concentracién de sulfato y azufre en e medio
decrece.

La determinacién de proteina estimada por € método de Lowry tuvo interferencias, que se
derivaron indirectamente del aumento en D, se piensa que podria deberse a la acumulacion
de compuestos aun no identificados, y que al no ser transformados por el consorcio
microbiano a D cercanas a 1 d* , la presencia excesiva de estos compuestos alterd
completamente el valor de la absorbancia medida

Los resultados de la determinacion indicaron que la concentracion de proteina se
incrementaba a tasas de dilucion de lavado, contradiciendo la naturaleza del experimento, y
gue fue comprobado al centrifugar cada muestra, la pastilla de biomasa formada era cada
vez menor, hasta hacerse insignificante con el transcurrir de la prueba de lavado, no
reflegdndose la caida en la velocidad de produccion de sulfato, acumulacién de tiosulfato.
Por lo anterior la biomasa se estimé a partir del rendimiento de mg. de biomasa formada a

partir de un gramo de tiosulfato consumido (Y,, ) obtenido en etapas experimentales
5,05

donde la D de operacion fue 0.5 d* y donde la interferencia en la determinacion de proteina
(acumulacion de compuestos indeseables) se observd que era minima, resultando un valor
de 18 mg biomasalg S,0s> que se encuentra proximo a reportado para este mismo
consorcio por Alcantara (2000) que fue de 22 mg biomasa/ g S,057.
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Figura 13. Desempefio del SS durante la primera prueba de lavado, cambio deD = 0.5d" a
D = 1.0 d™, [S:05 ]inicia = 9000mg/L, [SO3”inica = 6500mg/L, R = 0.23.

La acumulacién de sulfito durante la prueba de lavado, es posible se deba a:

La oxidaciéon quimica del tiosulfato a sulfito en el contenedor de la alimentacion,
por la adicion al medio mineral de FeCl; (ver tabla 4), € cua es un fuerte agente
oxidante,

Para este consorcio (Kawasaki y col. 2002) el sulfito tiene una velocidad bioldgica
de consumo menor comparada con la del tiosulfato,

El tiempo de residencia en el SS cambia de 2 a 1 dia, reduciéndose € tiempo de
contacto entre el sulfito y los microorganismos de modo que el sulfito casi no se
consume en el reactor y es por eso que se acumulaen el SS llegandose a igualar la
concentracion existente en éste con la concentracion de sulfito presente en la

alimentacion (Figura 13).

Segun se muestra en la Figura 13, €l tiosulfato se acumula segun lo esperado, hasta €l
tiempo de 7 h, donde se produce una interrupcion en la alimentacién que se prolonga hasta
el tiempo de 22h . La interrupcién en la alimentacion propicia que la concentracion de

tiosulfato disminuya, sin embargo al reestablecer la alimentacion, el lavado prosiguié.
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La tasa de dilucién critica se evalud segun se describid en la seccion 3.5.8., obteniendo la
linealizacion mostrada en la Figura 14.

5.1
E LnX=-0.0097(tiempo)+5.027

4.9

28]

4.7:

4.6+

Ln X

454
4.4+

4.3+

42 T T T T T T T T d
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo ,hr

Figura 14. Linealizacion de los datos de biomasa para la prueba de lavado 1.

De la Figura 14 se observa que la pendiente de la recta es (mnax-D). De esa forma se obtiene
una My, = 0.775 d*, cuya interpretacion fisica se puede trasladar a concepto de tiempo de
duplicacion (tg), que es de 0.894 dias.

Debido a la escasez de puntos en el calculo de mns Se propuso confirmar los datos antes
presentados mediante la repeticion del experimento, cuyos resultados vienen descritos a

continuacion.

Etapa (d). Prueba de Lavado 2:

Se procedio a la repeticion del experimento después de las etapas de adaptacion (¢) y
restauracion (r2), solo que ahora el pH del medio de alimentacion se gjusté en 5.0 ( en la
primera prueba de lavado existia un pH 7.0 con e objetivo de reducir la excesiva adicion de

HCl en e control del pH) y [S:057Jinicia = 8700mg/L auna R = 0.23.

L os resultados muestran que el sistema se estabilizé en D = 0.45 d™, entonces se procedié a
aumentar stbitamente la alimentacion para obtener una D = 1.0 d”, tasa a la cual se
obtuvieron los siguientes perfiles de concentraciones de especies de azufre y biomasa
calculada (Figura15).
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Figura 15. Desempefio del SS durante la segunda prueba de lavado, cambio de D = 0.45d™
aD = 1.0d% [S0:”]iniga = 8700mg/L y [SO3” ]inicia = 8600mg/L , R, = 0.23.

Los resultados muestran un lavado del SS con el aumento de D = 1.0 d*, s se observa la
concentracion de sulfato y azufre en el medio, la determinacién de proteina al igual que en
el experimento anterior de lavado tiene interferencias, asi que para el calculo de M. Se

considero la biomasa calculada a partir del rendimiento Y,
S0,

Se procedié entonces al calculo de My, linealizando los datos de concentracion de
biomasa y el tiempo, mostrados en la figura 16, cuya pendiente es (mna.-D). De esa forma
se obtiene una M, = 0.893 d*, y un tiempo de duplicacién (ty) de 0.777 dias, lo cual
confirma los resultados de la primera prueba de lavado.

Se recuerda que M, estimada a partir de las condiciones limitantes de oxigeno para este
experimento, en realidad corresponde a la ma una concentracion de oxigeno cercana a la
constante de saturacion para el oxigeno (Ks) y sin limitacion de tiosulfato. Una mpsx real

serd aguella en la cual no exista ninguna limitacion de los sustratos involucrados en el
crecimiento.
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De esta forma se puede decir que la tasa de dilucion critica en condiciones de limitacion de
oxigeno esta proxima a 0.8 dias, valor que esta de acuerdo alas condiciones experimentales
a las cuales ya habia sido operado el SS.

5.1
R Ln(X)=-0.00524*(tiempo)+4.953
4.9

4.8+

4.7 'S

Ln X

4.6
4.5+
4.4+

_
4.3 >

T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Tiempo hr

Figura 16. . Linealizacién de los datos de biomasa para la prueba de lavado 2.

4.1.2.3 Etapa (c). Adaptacion mediante recirculacion de células microbianas.

Con la finalidad de lograr la adaptacion del consorcio a D = 1.0 d* en condiciones de
limitacion de oxigeno, se recircularon las células del efluente; la recirculacion se redizo a
través de la centrifugacion de parte del efluente (10000 rpm) con €l fin obtener las células
concentradas, y de esta forma recircular intermitentemente, no habiendo desplazamientos
importantes de volumen del medio de reaccién.

Se observaen laFigura 17 un periodo inicial donde se recircularon las células concentradas
provenientes del efluente. Esta recirculacion se realizo intermitentemente en volimenes de
300 mL alostiempos 50, 75, 99, 127 y 149 h y como se observa, la adicion de células no
increment6 el consumo de tiosulfato por lo que se procedid ainterrumpir larecirculacion de

célulasy se dgjo al sistema adaptarse a las nuevas condiciones de operacion.
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Figura 17. Adaptacion mediante recirculacion de células, D = 1.0 d' vy
[S205%Tinicia = 8900mg/L, R =0.23,

La adaptacion se fue dando y se registré un estado estacionario a partir de las 100 h y hasta
las 500 h de operacion. El rendimiento méximo obtenido hacia S° hasta ese tiempo fue del
orden de 25%, que son bajos comparados con el 65% obtenido aunaD = 0.5 d**; ademés se
observa la acumulacién de sulfito proveniente de la alimentacion que no es consumido, la

presencia de sulfito no eratan significativo a tasas de diluciones menores a 1.0 d”* pues €
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tiempo de residencia en el SS era suficiente para que los microorganismos lo consumieran
parcialmente.

Después de las 500h de operacion el sistema registré un incremento en la velocidad de
remocion de tiosulfato, debido a interrupciones en la alimentacion, aumentandose de esta
forma la relacién molar O./S,;03; y que al reestablecer las condiciones de alimentacion el
sistema se vuelve inestable, lo que demuestra que D> 1 d* y limitacién de oxigeno el
consorcio tiene muchos problemas para la adaptacion ademas que e SS posee bajos
rendimientos y selectividad a azufre. La conversion de tiosulfato D> 1 d” se reduce hasta
valores de 0.4 al tiempo de 950 h ( D< 1 d* laconversién llegaa 1.0). Esto se debi6 a que
gran parte de los microorganismos ya habian sido lavados.

Por tanto se puede decir que & consorcio sulfoxidante tiene como caracteristica particular la
falta de adaptabilidad a cambios operacionales. De esta forma e SS con rango de operacion
de D> 1d'y de limitacién de oxigeno, no representa un buen estado de operacion, pues
como se observa de la Figura 17 los rendimientos y selectividad a azufre y conversion de
tiosulfato son bajos comparados con los registrados atasas D< 1 d™ , ademés de que bajo este
régimen de alimentacion € SS es inestable, con riesgo a perder 1os microorganismos por un
lavado, ya que latasade dilucién critica paraeste SSesde 0.8 d™.

4124 Estudios de transferencia de oxigeno en la unidad aireadora.

Como se muestraen lasfiguras 7 y 8, el SS posee dos unidades conectadas entre si, en una
denominada “aireador” se alimenta oxigeno mediante el burbujeo de aire, provocando la
casi saturacion del liquido contenido en esta unidad (produciéndose principalmente SO42),
alimentando el liquido rico en oxigeno disuelto al “reactor” manteniendo larelacion molar
de consumo [0]/[S;03] baja, para favorecer la produccién de azufre elemental.

Con la finalidad de cuantificar las contribuciones del aireador a la oxidacion del tiosulfato
en el SSy la implementacion de alguna estrategia de control en el suministro del oxigeno
gue minimice dichas contribuciones, se llevd a cabo la determinacion del coeficiente
volumétrico de transferencia de oxigeno (k@) a diferentes condiciones de operacion. Este
pardmetro ademés arroja informacidén til, que podrd ser usada para un posterior

escalamiento del sistema.
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4.1.2.4.1 Determinacion de ka a diferentes condiciones de operacion.
Como se indico en la seccion 3.5.4, se midieron las concentraciones de oxigeno disuelto a
laentrada [O,] vy salida [O, ] del aireador que resultaron:

del cambio en la tasa de dilucién de recirculacion (Dg), la cua fue variada

mediante el cambio en el volumen del aireador,

y de diferentes flujos de aire (F,,.) para cada volumen de aireador probado. Se

mantiene constante R =35.1 L /h (que es el valor que gusta R, en 0.23 a una

Q

0 = 0.002 mol/L h),

La Figura 18 muestra las concentraciones de oxigeno disuelto en €l aireador ([O,];), junto

con las cargas de oxigeno alimentadas al reactor (Q(;\Zreactor , referidas al volumen del reactor)

obtenidas por la manipulacionde DS y el F, .., con Ry Va constantes.

Donde
Q(;\Zreactor = Dls\* ([OZ]B - [OZ]A) Ec. 4-1
Dp=2 Ec. 4-2
VA

El F, e esexpresado como el volumen de aire por volumen de liquido por minuto (vwwm)

definido como sigue:

=
wm = —2are Ec. 4-3

donde F_, . viene expresado enL /miny V, esel volumen del aireador.
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Figura 18. Perfiles de concentracion O, disuelto en el aireador([O,];) ¥ ngreacmr , COMO
funcion del flujo de aire (wm) y volumen de aireador (Vg ), conR=35.1 L.

Como se observa, los perfiles de concentraciones son curvas tipicas de saturacion,
encontrandose que de 1 a 1.5 wm es un flujo suficiente para lograr las méximas
concentraciones de oxigeno disuelto en el aireador avolumenesde 1.6y 1.2L yde25a3

wm en el volumen de 0.84 L; y por tanto junto con R = 35.1 L /h alcanzar las méximas

Q(’;Z eactor AliMentadas al reactor en cada volumen de aireador.

El comportamiento parabolico de los perfiles [O,]; mostrados en la Figura 18 se debe a

gue en las zonas donde la pendiente es mayor a cero la relacion: volumen de aire por
volumen de liquido y el transporte convectivo (mejor mezclado) se va incrementando

gradualmente conforme aumenta F_

-ires POI tanto el area de contacto entre la interfase gas-
liquido también aumenta hasta hacerse méxima en las zonas donde la pendiente es cero.

Las concentraciones maximas alcanzadas para cada volumen de aireador probado que se
encuentran en la zona de pendiente cero, deben su diferencia entre ellas debido ala misma
relacion, puesto que al modificar el volumen de liquido también se ve modificada el areade
contacto gas-liquido, de forma que menores volumenes de liquido corresponden a menores

tiempos de contacto y areas de transferencia.
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Al mismo tiempo del monitoreo de las concentraciones de oxigeno disuelto en el reactor y

aireador, se evalud g, X en el aireador, segun se describid en la seccién 3.5.5, obteniendo

los siguientes valores mostrados en latabla 8:

Tabla 8. Velocidades de consumo de oxigeno q, X a diferentes volumenes de aireador

(Ve)

V,, L 0o, X , Mg Oz/Lh
167 204
1.25 198
0.84 211

Sugtituyendo las concentraciones de oxigeno disuelto en el aireador [O,], Y los valores de

Oo, X en las ecuaciones 3-11y 3-12 para cada condicion de operacion, junto con el resto

de parametros involucrados y considerando de acuerdo a las mediciones hechas [O,] ,~

0.05 mg/L constante; se resuelve simultdneamente el sistema de ecuaciones resultante para

[0O,]; Y kia, resultando los siguientes perfiles de kia mostrados en la Figura 19.

ka (hr)

® V,=16L = V,=12L A V,=08L

0.5

—T
1.0

LI L LA BRI L B |
15 20 25 30 35 40 45 5.0

vvm (min™)

Figura 19. kia en funcion del flujo de aire (vwwm) y volumen de aireador (V;)
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Debido a que la R esta acotada a un intervalo pequefio, y a que su valor dependera del

ajuste R_» 0.5, que como ya se menciono favorece la formacion de S, elF,,, y V, se

convierten en los principales parametros operacionales (tiles en la manipulacion de las
tasas de transferencia de oxigeno.
El F

e Y Vg deben su efecto en el kia debido a que estos modifican al area y tiempo de
contacto entre la interfase gas-liquido, por tanto se logran diferentes valores de[O,],y Dy,
traduciéndose en cambios en el kia segun la definicion hecha en las ecuaciones 3-11y 3-12.
Los valores de ka maximos registrados bajo las condiciones experimentales antes
mencionadas, estan de acuerdo con los valores del ka calculados por una correlacion
reportada por Van't Riet (1983), para columnas de burbujeo con coalescencia, como es el
caso nuestro estudio, resultando valores de 386, 224 y 213 hr' para los voltmenes de 1.6,
1.2 y 0.8 L respectivamente.

Ahora comparando las velocidades de alimentacion de oxigeno al reactor (referidas al

volumen del aireador) (Qg cuor = Dr{[0,]5 - [0,],}) Y la velocidad de consumo en el
aireador (q,,X ) para los anteriores experimentos, se puede demosirar la considerable

contribucion de la unidad aireadora a la oxidacion del tiosulfato. Los resultados hallados se

muestran en la Figura 20.
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Figura20. Comparacion de las velocidades de oxigeno alimentadas al reactor (ngrem )

adiferentes volumenes del aireador (V; ), con latasa de oxigeno consumido
por el aireador (g,,X ), conR=35.1L.

Asi teniendo un consumo de oxigeno en el aireador de 204 mg. /L h £6, los resultados de
laFigura 20 nos indican que el aireador consume mas de la mitad del oxigeno alimentado al
sistema, notando también que menores V, favorecen la reduccion de la proporcion de
oxigeno consumido en el aireador del total que es alimentado a SS

Al disminuir V; (con R congtante), ngrmof se incrementa proporcionalmente a DS hasta
cierto limite donde el V, ya no es capaz de realizar ninguna transferencia debido a la
insuficiente area y tiempo de contacto, haciendo que [O,];~[O,],. Este fendmeno se

discutird més adelante.

Con la finalidad de vaidar la metodologia propuesta en € caculo dd ka, se presenta un
andlisis basado en los datos reportados por Veasco (2001), para una serie de estados
estacionarios alcanzados en e SS. Las condiciones operacionales fueron aquellas que

austaronalas R, probadas en cada estado estacionario.
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La tabla 9 presenta los datos extraidos de Velasco (2001) y las estimaciones de ka
correspondientes a cada caso, asi también se muestran las contribuciones del aireador en €
consumo de oxigeno disuelto. Larelacion molar O./S,0s> calculada a partir del oxigeno total

transferido por e areador (R,.,s ), €S un parametro Util que permite visualizar la

contribucion en e consumo de oxigeno disuelto, al comparar R, 4 conla R ..

Tabla 9. Efecto que tienen las condiciones operacionales del aireador en el consumo de
oxigeno disuelto y rendimientos a azufre elemental.

*

R, 2.00 0.75 0.4 0.26 0.24 0.22 0.16
Rians 2.00 1.44 1.14 0.41 0.40 0.49 0.56
Rrans “Ru | 0.00 0.69 0.74 0.15 0.16 0.27 0.40
or 9.5410%| 9.510*| 9.5410*% | 2*10°3 2¢10°3 2¢10°3 2¢10°3
mol/L h
V,, L 1.67 1.67 1.67 0.83 0.83 1.25 1.25
t®, min. 0.83 2.14 413 1.13 1.25 25 3.16

OCRT , mg/h| 423.50 | 221.84 | 115.43 153.56 147.60 134.70 98.78
OCAT, mg/h| 291.10 | 291.10 | 291.10 144.42 144.42 21750 | 217.50
ka (h™) 418.76 | 300.60 | 238.23 154.75 165.96 213.45 191.68

% OCAT 40.74 | 56.75 71.61 48.47 49.46 61.75 68.77

Rendimiento,
0% <P 0 4.6 22 42.7 63.7 68.6 59.9

*Datos tomados de Velasco 2001;

trB . tiempo de residencia en e aireador, Oxigeno Consumido por e Reactor calculado por Transferencia (OCRT =V * ngrea ctor)

donde se supusieron las [Oz] g Mostradas en la fig. 17 para cada condicion de operacion; Oxigeno Consumido por el Aireador cal culado

por Transferencia (OCAT), para € calculo de OCAT en todos las relaciones molares, se consideré que qOZX = 174mg O,/L h,
(actividad del consorcio reportado durante un periodo de operacion), suponiendo que no vario sensiblemente durante |os experimentos.

De latabla 9 se puede ver como las diferencias entre las relaciones molares tedricas (R, )

(estimada por las ecuacion 3-18) y las relaciones molares calculadas por los estudios de

transferencia ( R,,.¢ ), Se incrementan a medida que R, disminuye para cada V, probado.

Esto se debe a que € consumo de oxigeno en el reactor se reduce por la misma necesidad

de disminuir R, . Pero el consumo de oxigeno en el aireador se incrementa ya que €l

control de Qo para el gustedela R, serealizo a bajas velocidades de recirculacion R, lo
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que se traduce en t° mayores. El porcentaje de oxigeno consumido en el aireador,
calculado por transferencia (%OCAT) se incrementa funcionalmente con al aumento en el
t?, llegando a valores de hasta el 70 %. Esto implica que el consumo de oxigeno en el

aireador se lleva a cabo a concentraciones de DO>1 mg/L, condicidn que favorece que la
mayor parte del tiosulfato alimentado sea oxidado totalmente a sulfato, limitando los

rendimientos a azufre.

El efecto de la velocidad de recirculacion (R) en la determinacion de kia se puede demostrar
a partir de la ecuacion 3-12; el término DE{[O,]; - [O,],} se incrementa a aumentar R
(con V, congtante) creciendo de esta forma el valor de kia hasta cierto limite, donde [O, ],
empieza a disminuir significativamente con el aumento de D (t° menores).

Hasta ahora se ha visto que lareduccién en el tiempo de residenciaen el aireador (t*) esun
recurso operacional valido en pos de disminuir la contribucién del aireador en el consumo

de oxigeno. Pero la reduccién en t° tiene limites segiin se ve en la Figura 21, donde

——=—ka —e—[0,],

— 1 ' r ' ' '
440 V,=1.6L F . V,=1.2L I ] V,=0.8L
420 o N ] = h L 5.25
400 1 - . I . I 5.00
380 - R - A - L
360 o b o-e * L . L ] = 4.75
340 - i ] i .
E - E o—eo—e - E = 4.50
320 L ~Heo~ L 7 L
< 300 - | L - L - L4025 3
= i 4 4
- 280 \D - . - 4 0
m T 9 -~
e [

60 ] - q1o = h L 4.00
i L i L i e F
240 - N - L 7 "5 kars

] i L o
220 4 L - L - / s
)
] = ] ~ - ] - 3.50
200 . o . L
180 [ - [ - i
L ] L ] L 3.25

160 i . I 4 i
140 —— — — 3.00

Figura2l. Respuestade kay [O,], acambios operacionalescomo Vg y R.
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se muestra la variacion de kia en funcién del V,, y t® acondiciones de operacion normales
(con produccién de S°) del SS, observando que en el volumen mayor (1.6L) la [O,];es
constante y no depende de t° para este rango de operacion, pues el drea 'y tiempo de
contacto son suficientes para mantener [O,], constante, y solo kia serafuncionde R .

En los dos volumenes restantes ( 1.2 'y 0.8 L), el volumen de liquido es reducido y por tanto
también e &rea de contacto gas-liquido la cual empieza a ser insuficiente para lograr la

misma transferencia que en e volumen de 1.6 L, y de esta forma t° ya afecta la

[O,]; acentuandose el efecto a medida que V, disminuye.

En el volumen de 1.25 L todavia es posible incrementar kia aumentando R, que se traduce
en menores t°. Esto no sucede en el volumen més pequefio donde [O,], disminuye al
reducir t® y que al momento de evaluar ka esta sigue un comportamiento inverso al resto

de los volumenes probados, es decir disminuye al incrementar R.

El anterior efecto también debe presentarse en el resto de los volumenes probados, sélo que

avalores de R mayores, que salen del rango de operacion del SS

Todo lo anterior sugiere la proposicion de criterios de operaciéon y disefio con € fin de
reducir el efecto ddl aireador sobre la oxidacion dd tiosulfato.

Aumentar R por encima de los valores probados, manteniendo uno de los dos

mayores volimenes de aireador, donde [O,], disminuya para dar la Q, requerida
por la relacion tedrica, a F,, suficiente; de esta forma kia se mantiene en un valor

adecuado y €l consumo de oxigeno en el aireador disminuye puesto que t°
disminuye.

V, menores no variando significativamente R, pero ademas aumentar la relacion
L/D del aireador para incrementar €l areay tiempo de contacto gas-liquido , de esta
forma afectar lo menos posible la [O,];, esto beneficiara la manutencion de un

valor adecuado de kia y un menor consumo en el aireador.
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El efecto de la aireacion puede ser contemplado para modificar el t°, pues a
mayores valores de wm, se provocara que haya menos liquido en el aireador,
reduciéndose el t°, debido a desplazamiento del liquido por parte de las burbujas
de aire. Esto es vélido de acuerdo a disefio del aireador mostrado en la figura 8,
donde el volumen total liquido-gas siempre es constante, debido a que un

rebosadero lo controla.

El volumen de aireador que més conviene segin las anteriores recomendaciones es
V, =1.2L, pues en e rango de operacion presenta: sensibilidad en [O,], a cambio en t°
cortos , flujos de oxigeno a reactor aceptables, ademas con este volumen segln estudios
anteriores se logra el mayor rendimiento aS° con un valor de ka = 213 h™.

De esaformaV, = 1.25L representa alrededor de 10% del volumen total del SS, que pude

ser usado como criterio de escalamiento.

Las recomendaciones anteriores para el disefio de un areador que reduzca las
contribuciones negativas, estdn encaminadas a la reduccion en tiempo de residencia
(Ec. 3-2), mediante ladisminucion V; o bien el aumento de R,

Para finalizar esta seccion, se puede concluir que €l aireador provoca un efecto negativo en
laoxidacion parcial del tiosulfato a azufre elemental, pues al ser laDO>1 mg/L se favorece
la produccion de sulfatos y el inmediato decremento en la produccién de azufre; aunque €l
tiempo de residencia en esta unidad es corto comparado con el tiempo de residencia en el
reactor, se comprueba que es tiempo suficiente para disminuir los rendimientos a azufre, de
esta forma se producen dificultades para controlar una relacién molar baja de consumo
[O.]/[S:04], que favorece la produccién de azufre elemental.

4.1.2.5 Caracterizacion del SS por medio del potencial de oxido-reduccién (ORP).

A partir de ladefinicion del potencial redox dada en la seccion 1.6.5 existe la posibilidad de
identificar a los compuestos que determinan principalmente el valor del ORP durante un
proceso de fermentacion.

La maxima habilidad de intercambiar electrones de una superficie de platino y el registro
continuo del ORP podria dar una medida indirecta de la concentracidon de las especies
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involucradas en el medio de reaccion y de esta forma esperar probabilidades de
controlarlas.

Por lo anterior, €l objetivo de esta seccion es conocer larespuesta del ORP al cambio en las
concentraciones de los compuestos que estédn en constante evolucion en el SS como son:
sulfito (SOs%), sulfato (SO4%) , tiosulfato (S,05%) y oxigeno disuelto (D.O) bajo las
condiciones de temperatura 'y pH que prevalecen en la operacion del SS. Posteriormente se
correlacionard |a respuesta ORP con las distintas sustancias y concentraciones con mayor
influencia en el ORP. Se probaron concentraciones dentro de los intervalos experimentales
y se extrapolaron hacia las que pudieran presentarse. Las pruebas fueron realizadas en una
atmosfera controlada (seccion 3.5.2.1).

En laFigura 22 se muestra el cambio del ORP al cambio en las concentraciones de S,05% y
O disuelto..

—m=— DO=0.0 mg/L

—e— DO=0.3 mg/L

160_' —4A— DO=5.4 mg/L
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Figura 22. Respuesta ORP al cambio en |as concentraciones de S0 y DO.

A partir de la Figura 22 se puede ver que e ORP es muy sensible al cambio en las
concentraciones tanto del S,05% y O, si observamos que en promedio que el ORP cambia
-110 mV en €l intervalo de 0 a 0.017 mol/L de S,0s* (0 a 2 g/L) volviéndose después
asintética la respuesta, y para e oxigeno en el intervalo de 0 a 0.00016 mol/L de O;

(0 a 5.4 mg/L) que es el Unico rango que puede existir bajo las condiciones de presion
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atmosférica, € cambio fue de +60 mV, lo cua nos evidencia que es posible asociar €l
cambio del ORPal S,05% y D.O.

A continuacion en la Figura 23 se presentan los resultados obtenidos al someter una
solucién de concentraciones de SO4* conocidas a diferentes concentraciones de O,
disuelto, y a una concentracion de S,05% constante de 2 g/L.

—a— DO= 0.0 mg/L

1 a —e—DO=0.3mg/L
104 T—, —A—DO= 5.4 mg/L
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o _50_
-60
o u [ ] ]
-70 1+ . T r T . I . I : ;
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25
2
[sO,7]
mol/L

Figura.23. Respuesta ORP al cambio en |as concentraciones de SO,* y DO,
con [S,0:5]=2g/L .

La respuesta ORP al cambio en las concentraciones de sulfato no es tan significativa
comparada con la respuesta con e S,0s% , pues apenas € cambio fue de -10mV en el
intervalo probado de 0 a0.25 mol/L de SO,* (0 a24 g /L), observandose al igual que en el
caso anterior una marcada dependencia con €l D.O. del orden de 65mV de cambio en el
rango probado. De edta forma se puede decir que € sulfato no es un compuesto que
intervenga de manera importante en la determinacion del ORP, y la confirmacion de que el
DO modifica significativamente el valor del ORP.

Para €l caso del sulfito (SOs%), con estado de oxidacion en el azufre de +4, de acuerdo a

las pruebas hechas, también no posee importante influencia en el ORP, por lo que también
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puede ser despreciado al igual que € sulfato como especies que pudieran influenciar el
valor ORP de la solucién.

Otro parametro gue se sabe que afecta de manera substancial al ORP es el pH. Como puede
verse en la Figura 24, la respuesta depende linealmente del pH, asi pues el ORP decrece
con el aumento en una unidad de pH, 37.5 mV en unrango 2.5 a6.5.

100 7
80 7
60 T
40 7

>
€ 20
T 0
& 02 s 4 6 !
O 4] y = -37.588x + 168.27
-60 | R®=0.996

-80

-100 -
pH

Figura24. pH vs. ORP; a [S;05°]=0.5¢g/l y DO. =0.1mg/L

De esta forma sdlo el tiosulfato, el oxigeno y el pH ([H *]) contribuyen significativamente
al cambio en el ORP. Los dos primeros son sustratos y por lo tanto tendrén concentraciones
variables que modificaran el valor del ORP del caldo de fermentacion. Se puede entonces
asumir que el ORP podra darnos una idea general del estado de funcionamiento que guarda
el SS, ya que atos valores de ORP negativos (-120 a —100 mV) nos indican que hay
acumulacion de S,05% vy bajas concentraciones de O», es decir que el proceso de oxidacion
biolégica no se esta llevando a cabo convenientemente existiendo bajos valores de
conversion del tiosulfato y rendimientos a S ; Por otro lado un ORP muy positivo (>100
mV) indica la presencia de O, en exceso y el agotamiento del S,05%, que significa una alta

produccion de SO4* y lacasi nula produccion de azufre elemental.

Como un caso aparte a este trabagjo de investigacion, se reporta la funcionalidad que tiene el
ORP con respecto a cambio en las concentraciones de sulfuro (S%) y oxigeno disuelto. Lo
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anterior con la finalidad de generalizar el método antes descrito para €l tiosulfato a otros
compuestos reducidos de azufre, ademas que en el proceso industrial de sulfoxidacién de

aguas amargas, €l sulfuro esta presente en mayor proporcion que el tiosulfato.

—=—DO= 0.0 mg/L

1 — e DO=0.3mg/L
v N —A—DO=5.4mg/L
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Figura 25. Respuesta ORP a cambio en las concentraciones de $,05% y DO. (pH = 7.0)

En la Figura 25 se muestra la respuesta del ORP a cambio en las concentraciones de
sulfuro S y DO. Para este caso, se observa una mayor dependencia del ORP con respecto
al sulfuro, observandose que en promedio cambié -500 mV en €l intervalo de 0 a 0.031
mol/L de S* (0 a1 g/L). En concentraciones mayores la respuesta es asintética. El oxigeno
en el intervalo de 0 2a0.00016 mol/L de O, (0 a5.4 mg/L) el cambio fue de +100 mV lo que
nos puede permitir asociar el cambio del ORP a las concentraciones de sulfuro y oxigeno
siguiendo la metodologia que a continuacion se presenta para el par tiosulfato-oxigeno.

4.1.25.1 Respuesta ORP a cambios operacionales del SS

A partir del andlisis de las pendientes estimadas de las figuras 22, 23 y 24, se establece que
las mayores son las correspondientes a las concentraciones de $,05% , O, y H* y que por
tanto, son las especies que determinan principalmente el ORP de la solucion.

Se procede a correlacionar el ORP medido (ORPreq) en funcion de las concentraciones de
tiosulfato y oxigeno disuelto, para esto se usaron los datos que se presentaron en la Figura
22.
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Esta correlacion se hizo considerando una relacion funcional del potencial de una interfase
répiday reversible con las concentraciones de las especies en solucién.

ORP o =CH+d* In([SEO;' 1** [Do]b) Ec. 4-4

Separando en suma de logaritmos la ecuacion 4-4, se obtiene:

ORP__.. =a*In[S,0,” ]+b™*In[DO] +c¢ Ec. 4-5
Dondea’=a*d y b" = b*d

Con los datos presentados en la figura 22, se hallaron los pardmetros de gjuste de la
ecuacion 4-5 aplicando una regresion multilineal,
a =-38.775
b"=1.099
c=-177.94
con una R?= 0.981
Donde
ORPredido : potencia de la solucion medido en una atmosfera controlada (Fig.21),
mV
[S04:%]: concentracion de tiosulfato (Fig. 22), mol/L

[DO]: concentracion de oxigeno (Fig. 22), mol/L

Laforma de la expresion propuesta es similar a laforma que presenta la ecuacion de Nernst
(Ec. 1-15) para el célculo del ORP en funcion de las concentraciones de las especies
oxidantes y reducidas, dandole una funcionalidad logaritmica a las concentraciones de
tiosulfafo y oxigeno.

A la expresion resultante de la regresion se le adiciona el efecto del pH en el ORP que
quiere ser calculado, puesto que los valores utilizados en la regresion (Ec.4-5) se
obtuvieron apH 5.0 ; se considera que la contribucion del pH a ORP es aditiva. Asi para
complementar la correlacion se suma la contribucion del pH ala ecuacién 4-5 con base en

la pendiente calculada en la Figura 24.
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Sustituyendo el ORPmedido POr la variable de prediccion ORPpeq que ahora esta en funcion
de las concentraciones molares de tiosulfato, oxigeno disuelto y del valor del pH, resulta
laexpresion siguiente:

ORP,;, =-38.77*In[S,0,” ] +1.01* In[O,] +37.5* (5- pH)- 177.94 Ec. 4-6

Arreglando ala ecuacion 4-6 para darle la forma dela ecuacion de Nernst se obtiene:

0.0283 +10.4199 0
ORP,, =38.775* |n§02] H] T+9.556 Ec. 4-7

[S.0,°]

La ecuacion 4-7 se valida a partir del monitoreo en linea que se realizé durante el periodo
comprendido entre las 768 y las 945 horas del experimento descrito en la seccion 4.1.2.3,
sustituyendo los valores medidos de S,0s%, DOy pH en cada tiempo(Figura 26).
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Figura 26. Validacion de la ecuacion 4-7 para la prediccion del ORP (b), en funcion de la
concentracion de tiosulfato, oxigeno y pH (a) presentes en el SS
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LaFigura 26 presenta las mediciones hechas intermitentemente en lo que se refiere a S,047,
DO y pH por lo que sblo se presentan los datos de ORP que corresponden a esas
Situaciones.

Es importante mencionar que a tiempo de 835 h el SS sufre una falla, donde la
alimentacion se interrumpey el valor de pH baja sin control hastaun valor de 2.1, el DO se
aumenta pues los microorganismos ya han consumido todo el tiosulfato, en esta situaciéon
se ve como el ORP, en efecto, depende fuertemente de las variables antes consideradas en
la correlacion.

Como puede observarse la regresion sigue la tendencia del ORP real, s6lo gue tiene
diferencias en algunos puntos que probablemente se deban a especies que no fueron
contempl adas.

La correlacion mostrada en la ecuacion 4-7 es (til para estimar de manera indirecta la

concentracion de S,05% en el caldo de fermentacion, y asi mediante la definicién de R, (Ec.

3-18) poder gjustar esta relacion a valores convenientes.
Despejando S,05” de la ecuacion 4-7 y sustituyendo el ORPpred por €l ORPreq (en este caso
seran aquellos valores medidos desde el caldo de fermentacion) se obtiene:

. a9.556- ORP_, 0O
9) 2 = ex real s e} 0.0283 4 H* 0.4199 Ec.4-8
[SZ 3 ]calculado pg 38775 P [ 2] [ ]

Con los datos de la Figura 26 se valida la ecuacion 4-8, comparando los valores de

concentracion de tiosulfato calculados y experimentales (Figura 27).
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Figura 27. Comparacion entre las concentraciones de tiosulfato calculadas por la ecuacion
4-8 y las experimentales.

Como se puede observar en la Figura 27, la respuesta de la correlacidn tiene una buena
respuesta cualitativay no asi cuantitativa a valores altos en concentracion de tiosulfato.
Laaplicacion préctica de la ecuacion 4-8 esta limitada a valores <1500mg S,0s%/L, quees
un rango de utilidad en la operacién del SS, ya que por evidencias experimentales a
concentraciones > 1000mg $,05%/L significan que el proceso se esta llevando con poco
éxito, presentando bajas conversiones y rendimientos a azufre elemental.

El calculo de la concentracion de S,05% a través del monitoreo en linea del ORP, O, y pH,
puede representar una Util herramienta en la toma de decisiones para mejorar el proceso en
linea y que puede ser involucrado en un sissema de control automatico de acuerdo a la
validacion del método presentado en esta seccion.

Esta metodologia puede resultar de utilidad para otros casos, donde la presencia de
diferentes compuestos reducidos como e H,S junto con € DO y pH pueden ser
correlacionados de la misma forma como la presentada para el caso del tiosulfato.

Janssen y col (1998) report6 parala formacion de azufre elemental a partir de la oxidacion
biologica de sulfuro, un vaor redox Optimo de -147 y -137 mV, cuyo vaor esa

determinado principal mente por la concentracion de sulfuro.
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La limitante de esta metodologia es la presencia de otros compuestos reducidos u oxidados
gue posean también la misma habilidad de intercambiar electrones con la superficie de
platino y que hardn méas compleja la correlacion, ademas que operacionalmente ya no seria
conveniente, pues se tendria que conocer en linea la concentracion de esas especies en un

tiempo dado.

4.2  Modelamiento del proceso de oxidacion biolégica de tiosulfato.

En esta seccidn se presenta un modelo matematico que describe el proceso de la oxidacion
biolégica de tiosulfato a azufre elemental y sulfato, involucrando las condiciones
operacionales y naturales del sistema.

En bioguimica existen dos formas generales de modelar los sistemas biologicos:

Modelos edtructurados: funcionamiento interno de la célula acoplado con
condiciones externas.
Modelos no estructurados. comportamiento promedio de poblaciones de células,

mediante cuantificacion de propiedades de cultivo.

El modelo que se desarroll pertenece al grupo de los modelos no estructurados, pues sdlo

se contemplaron las propiedades generales del cultivo.

4.2.1  Suposiciones.
A continuacién se presentan las suposiciones que nos permitiran simplificar el modelo con

base en observaciones experimental es.

¥y SO,#son producidos por un mismo tipo de microorganismo. El SS mantiene en
suspension 'y continuo crecimiento a un consorcio microbiano del genero
thiobacillus el cual transforma el tiosulfato a azufre y sulfato (Alcantara 2000)

La formacién de SOs* es despreciable. De acuerdo a los experimentos realizados
para este consorcio, la produccion de sulfito por oxidacion biologica es

insignificante.
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Mezclado ideal de las fases liquida y gaseosa en zona B. Mezclado ideal en la fase
liquida en zona A. (CSTF). El SS ha sido caracterizado en base a la determinacion
de la distribucion de tiempo de residencia (Velasco 2001) como un tanque de
mezcla completa.

Todo el azufre producido permanecera en suspension. Si bien esta suposicion no es
del todo cierta, pues las particulas de azufre debido a su insolubilidad y mayor
densidad que el medio liquido, tendera a sedimentar. y el resto se mantendra en
suspension, el modelo considera la cuantificacion del azufre total ( sedimentado y
suspension).

Energia derivada de la oxidacion sblo es usada para crecimiento de los
microorganismos. El consorcio, a pertenecer a genero thiobacillus, que son
bacterias quimiolitoautotrofas obligadas, solo utiliza la energia de oxidaciéon para
crecer, la energia de manutencién es depreciada.

El azufre formado es inerte, por o que no continua su oxidacion. La velocidad
maxima de oxidacion del azufre elemental reportada por Alcantara (2000), para este
consorcio fue de 0.06 mg Solgpmtemamin. Considerando una relacion molar para la
oxidacion de azufre a sulfato de 4 se tiene una velocidad de respiracion de
0.24mgO./gruratenamin, mientras que para la oxidacion de tiosulfato a sulfato la

velocidad de respiracion es de 68mgO./gryrotenaMin Més de 200 veces mayor.
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4.2.2  Modelo.

El modelo matemético esta basado en una serie de balances de masa para las especies:
[S$057], [SO4%], [X] arededor de las unidades A y B de esta forma se acoplan las
ecuaciones y se resuelven simultaneamente, y para el [S7] alrededor de todo el sistema;
como se muestra en el diagrama de flujo del SS (Figura 28).

)
[O]a R }ig Fare [0,
.\ 1 F
> > [S04s
[SO.ls
NUTRIENTES __© [X] h < [0 0 [£<S]]
< B
(S04 & § S [S,04]e
SOdlw [0Js X
[Xlg U/
B
A AIREADOR

REACTOR
Figura 28. Diagrama de flujo del Sistema Sulfoxidante (SS)

Los balances que se generan de considerar las variables de estado y las concentraciones de

especies son:

BALANCE DE TIOSULFATO

El tiosulfato que es el sustrato principal, se considera que entra 'y sale del sistema en forma
continua, variando su concentracion inicial (9000 mg/L) debido a la accion oxidativa de los
microorganismos.

Se considera ademés que la produccién azufre sblo se presentaen launidad A.
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ASOsln ~ patrs,0,1, - 15,0,1,0 + DAIS, 0 - Xu(Rs +RE)
at Ec.4-9

t=0 [S,0,]=[S,0;]\n

ASB5ke ~ peis,0,], - 15,0,0.1 + DEIS,O,], - XaRE)
ot Ec. 4-10

t=0 [Szoa]c =0

BALANCE DE SULFATO
El sulfato, producto azufrado més oxidado e indeseable para este proceso, es producido en
ambas unidades, 5lo que la mayor proporcién del sulfato total se genera en la unidad B.

M = DRA{[K)4]B - [$4]A) + ><A(:I"71R$04 + 0'85RS)
dt Ec. 4-11

t=0 [$4]A:O

t=0 [$4]B:O

BALANCE DE AZUFRE
En este balance € azufre elemental que es € producto deseado, se considera que s0lo es
producido en la unidad A y que no se continua oxidando en la unidad B, asi se propone un

balance de azufre arededor de sistema global.

dsl 0.28X R, - D[S]
p Ec. 4-13

t=0 [S]=0
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OXIGENO (DOS FASES)

BALANCE DE OXiGENO (FASE GAS)

Se considera estado estacionario para € oxigeno en fase gas, pudiendo expresar en forma
explicitala concentracion de oxigeno en fase gas.

Dsl[O,)¢ +ka[O,],

ka
7+D
m G

[C.]s = Ec. 4-14

BALANCE OXiGENO (FASE LIQUIDA)

El oxigeno alimentado en fase gas es transferido a la fase liquida a una tasa kia en la unidad
B, sendo consumido parte de este oxigeno disuelto por los microorganismos para la
produccién de sulfato como se menciond anteriormente. El resto del oxigeno aimentado es

consumido en la unidad A. La concentracion de saturacion de oxigeno que se uso fue de 5.45

mg/L.
d[O o 5
[dtZ]B = D{[O,], - [O,]s} - DE[O,], +|ﬂa§¢¢_ 10,1, 5- 0571 R
m a
t=0 [Oz]B =5.45mg/L
Ec. 4-15
d[oz]A = DA([O ] _ [O ] )+ DA[O ] - X (0 142R +0571RA )
dt R 21B 21 A F 21 NUTR A . s . 4
t=0 [Oz]A :OIT\g/L
Ec. 4-16

Los términos de velocidad de formacionR, RS, RS,,, que vienen expresados como mg

S,05°/mg biomasa h , se transforman a las unidades requeridas por e balance que las
involucre, de acuerdo a la estiquiometria que presentan las especies de azufre en el consorcio
(ecs4-17y 4-18).
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En & balance de sulfato en el reactor A, la velocidad de formacion es una contribucion del
sulfato formado desde la oxidacion total y parcial del tiosulfato, segin sean la relacion
(Oof $,05%), es decir:

S0 + 120, &S + S0 Ec. 4-17
S,05% + 20, +H,0 & 2S0,% + 2H' Ec. 4-18

El balance de oxigeno en la fase liquida en el reactor B, se considera que slo se forma

sulfato debido alas condiciones de exceso de oxigeno.

BALANCE DE BIOMASA
El SS se encuentrainoculado inicialmente con 250 mg de biomasa/L, y segun las

condiciones de operacion esta podra incrementarse o disminuir.

dx
%= DR(Xg - X,) + Xa(ReoaYy, +ROYy)
dt S04 s Ec. 4-19
t=0 X, =250mgbiomasa/L
dx
dtB = DF?(XA - XB) - DFBXB + XBR§o4YxSO4
Ec. 4-20

t=0 Xz =250mgbiomasa/L

_ 0.0015mgbiomasa :
Y)V mgS,0, (Buisman et.al.(1991))

_ 0.0175mgbiomasa :
Y)%104 mgS,0, (Dato experimental)
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Donde :
Ve Volumen de aire en aireador, L

Fe Flujo de aire ,L
D, = V—G Tasade dilucion del aire, h
G
[0,]2 =300mg/L  Concentracién de oxigeno en el aire
[O,]w =5mg/L  Concentracion de oxigeno en laaimentacion

F Flujo de alimentacion, L/h
R Flujo derecirculacion, L/h
V, Volumen reactor, L

Vg Volumen reactor, L

V, +V, Volumen total del sistema, L

R%,, : velocidad de formacion de sulfato en el reactor, mg S,03”/mg biomasa h
RZ,, : velocidad de formacion de sulfato en el aireador, mg S,05%/mg biomasa h
R; :velocidad de formacion de azufre; mg S,03%/mg biomasa h

DFA:E DFB:E DQ:B DFE’:B D= F
VA VB VA VB VA +VB

Subindices:

A Reactor

B Aireador

G Fase gaseosa

4.2.3  Expresiones cinéticas y sus parametros

Latabla 10 muestra los parametros cinéticos utilizados en el modelamiento, siendo la parte

mas importante del modelo, pues estas expresiones representan las propiedades naturales de

estos microorganismos. Las velocidades maximas de produccion de sulfato y azufre fueron

estimadas a partir de datos experimentales para este consorcio Alcantara (2000).

Tomando en cuenta que la produccion de azufre se logra en condiciones limitantes de

oxigeno o bien saturacion por sustrato, la oxidacion de tiosulfato a azufre puede ser descrita

por la ecuacién de Haldane la cua contiene un término de inhibicion por oxigeno y la

oxidacion de tiosulfato a sulfato igualmente por otra ecuacion de Haldane, en ésta el

término de inhibicion es debido a tiosulfato, que para este consorcio empieza a ser

inhibitorio a partir de los 20gr/L.
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Tabla 10 Expresiones y parametros cinéticos usados en €l modelo de oxidacion bioldgica de

tiosulfato.
AZUFRE SULFATO
é u é u
. . € é a . N
Roor. &[S0, U8  [Oda  Glpa g &[S0 A
S ~ Mmaxsé u a 20 max 04 & 20 gK o q
€K1 +[S:03]a G &K, +[0,] 5 + [O,]14 u &K, +[S,04] 4 + [8203]/'\@ éKe +[02]1 a0
é Kz g e Ks @
Ec. 4-21 Ec. 4-22
R§$4 = RmaxSO4é [3203]A 8 Ec. 4-23
a2 A
éK4 +[S,05] A ¢
R_.=08 M50 (juse) R =714 "950  (veas02002)
mgbiomasa* hr ex 03 mgbiomasa* hr
K,=0.03 mg S,0:7/L (gjuste) K4=1.0 mg S,05°/L (gjuste)
K>=0.001 mg O,/L (gjuste) K5=5.0 mg S,05°/L (Janssen 1998)
K3=0.025 mg O,/L (gjuste) Ks=0.2 mg O,/L (gjuste)

4.2.4  Simulacién y validacion.
La programacion y simulacion del modelo sulfoxidante se hizo en el software Stella 5.0

Research y el método de integracion usado fue el Runge-Kutta 4.

A continuacion se presenta la simulacion del sistema sulfoxidante para varias relaciones
molares O,/S,03 (Ry) probadas experimentalmente con la finalidad de validar la respuesta
del modelo propuesto. Se presenta una corrida dinamica desde que se arranca hasta que se
acanza €l estado edacionario (Figura 29), de varias que se realizaron para cada R
simulada. Posteriormente se presentan los resultados obtenidos por la simulacién para

varias Ry cuando se alcanzb el estado estacionario y se comparan con los resultados

experimentales (Figura 30).
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Figura 29. Respuesta dindmica simulada del sisema sulfoxidante una Ry = 0.26.

Las condiciones de operacion (tabla 11) que se alimentaron al modelo fueron las mismas que
se usaron durante los experimentos.

Tabla 11. Datos alimentados ala simulacién iguales a los valores experimentales

R 2 0.75 0.26 0.22 0.16
F, L/h 0.104 0.104 0.211 0.211 0.211
R, L/h 121 47 44 30 22

[S057] entrada, mg/L 12000 12000 12000 12000 12000
ka,ht 418 300 155 214 192
D,d? 0.2 0.2 0.4 0.4 0.4
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Figura 30. Validacion del modelo del sistema sulfoxidante: Produccion de sulfato y

azufre adiferentes R en estado esacionario

El modelo predice de forma satisfactoria la naturaleza de este proceso, pues a Ry; menores
(limitacidén de oxigeno) la presencia de azufre se incrementa, mientras que la del sulfato
decrece. En lo que se refiere a la representacion cuantitativa, el modelo gjusta a la
concentracion de azufre elemental, presentando desviaciones en la concentracion de sulfato

en relacion a los datos experimentales conforme Ry disminuye.

Puesto que el modelo no contempla la energia de mantenimiento y el decaimiento cdlular, a
medida que la Ry diminuye, la falta de estos pardmetros en el modelo se hacen mas
importantes, y las predicciones se algen de los datos experimentales, pues a existir
limitacion por oxigeno la formacidn de azufre elemental es favorecida, pero a costa de la
disminucion del crecimiento celular.

El modelo al predecir mayor crecimiento celular, predice proporcionalmente una mayor
concentracion de sulfato que la estimada experimentalmente a Ry bajas, lo anterior se debe
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aque el rendimiento celular debido alaformacion de sulfato es muy grande comparado con
el rendimiento cdular debido a la formacién de azufre elemental, y de esta forma se
acentlia mas el efecto en la concentracion de sulfatos predicha por el modelo.

Ademés probablemente la forma de la cinética propuesta para la produccién de sulfato, no
es de todo correcta, pues segin e andlisis de sensibilidad aplicado a las constantes de
saturacion e inhibicidn, sus valores presentados en este trabajo resultaron ser los mejores
gjustes, lo que sugiere probar nuevas formas de la expresion cinética de produccién de
sulfato.

Otra explicacion puede ser que la R _ . contemplada en el modelo fue mayor a la que

realmente presentd el consorcio durante los experimentos. Por lo que es conveniente
actualizar los pardmetros cinéticos para que el modelo pueda ser mas Util.
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5 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La oxidacion biologica del tiosulfato a azufre elemental se favorece manteniendo

condiciones micro aerobias (R, bajas o DO<0.1 mg /L) en € SS. El consorcio

sulfoxidante trabajando bajo estas condiciones posee una M cercana a 0.8 d*
(Mnax = D gritica) que es baja comparada con la D iiica reportada para este mismo consorcio
bajo condiciones de exceso de DO (3.4 d%), lo que demuestra que la velocidad de
crecimiento es una funcion del DO. De esta forma la velocidad de oxidacion parcial se ve
limitada por laD citica , paraevitar esto e incrementar las tasas de remocion de tiosulfato es
conveniente usar soportes antes parafijar a la biomasa, proponiendo al tubo Poliflex, el cual
posee la mayor capacidad de adherir biomasa a su superficie (0.2312 mg biomasa/ cm®) y la
mayor densidad de &rea que otros material es probados (4.33 cm?/cn).

El consorcio sulfoxidante mostré como caracteristica principal la falta de adaptabilidad a
cambios operacionales, sobre todo atasas de dilucion (D) mayores o cercanasa 1.0 d™ , que
junto con condiciones micro aerobias, se observaron bajos rendimientos y selectividad a
azufre elemental asi como conversiones de tiosulfato menores si se comparan con las
registradas para este mismo consorcio a D< 1.0 d*; mostrandose de esta forma e SS
inestable y con riesgo de perder los microorganismos por lavado.

En el marco de vislumbramiento de un sistema de control que permita la produccion de
azufre a partir de tiosulfato, nos permitié conocer que la alimentacion de oxigeno al SS es
el principal factor limitante del éxito del proceso de sulfoxidacion. Asi se detecté que el
aireador, unidad que alimenta de oxigeno al SS favorece la produccion de sulfatos y €l
inmediato decremento en la produccion de azufre, pues mantiene DO> 1mg/L, llegando €l
aireador a consumir méas del 50% del oxigeno alimentado al sistema, de esta forma se
proponen posibles criterios de disefio y operacion encaminados a la reduccion del tiempo
deresidenciadel liquido en el aireador

En € mismo marco, la caracterizacion del SS por e monitoreo del potencial de oxido-
reduccion (ORP), mostré que puede ser una Util herramienta en el conocimiento del estado de
funcionamiento que tiene el SS, debido a que se encontr6 una correlacion entre las
concentraciones de tiosulfato, oxigeno disuelto y pH con el ORP medido en el caldo de

fermentacion. Esta correlacion nos permite conocer en forma aproximada la concentracion de
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tiosulfato en e caldo y asi poder gustar € flujo de oxigeno a SS que convenga a la
produccion de azufre elemental.

El modelo matematico que se propuso predice en forma satisfactoria las concentraciones de
azufre elemental y sulfato, para una serie de estados estacionarios logrados a condiciones
cambiantes de operacion.

Con miras a incrementar la productividad del azufre elemental, para trabajos futuros se
requiere evaluar el efecto del tipo de soporte de biomasa en la tasa de remocién de
tiosulfato y en la produccion de azufre. Trabajar en posibles estrategias de control del SS
basandose en la cantidad de oxigeno alimentado al sistema, manipulado por la velocidad de
recirculacion, para esta tarea e modelo matematico puede representar una Util ayuda en la
simulacién. El uso de un sedimentador debe ser considerado en el disefio en escala piloto

del SS paraincrementar la recuperacion del azufre elemental formado.
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CURVAS PATRON PARA DETERMINACION DE ESPECIES DE AZUFRE.
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