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Resumen

Resumen.

La biofiltracion es una tecnologia en la cual se emplea un consorcio microbiano
cultivado e inmovilizado en un soporte para oxidar biolégicamente los compuestos
contaminantes gaseosos generando agua y CO, principalmente.

Este trabajo se enfocd a la biofiltracion del metanol. A diferencia de un proceso de
biofiltracidbn convencional en donde se utilizan cultivos mixtos, se emple6 un cultivo puro
de la levadura metilotrofica Pichia methanolica. Esta podria ser modificada
genéticamente para que a la par de consumir metanol produzca alguna proteina
heter6loga de interés. Es por lo tanto fundamental, promover la generacion de biomasa
y limitar la presencia de microorganismos contaminantes.

Con el fin de caracterizar a la levadura, se evaluaron los parametros de crecimiento y
consumo de metanol en medio liquido. Se determind que la tasa de crecimiento maxima
(Ums) €s de 0.079 h' y se correlacionaron los tres métodos de cuantificacion de
biomasa empleados (densidad éptica, peso seco y conteo celular) para posteriormente,
mediante conteos celulares, realizar estimaciones de la biomasa presente en el biofiltro.
En sistemas cerrados (microcosmos), se determind que la velocidad especifica de
consumo de metanol (gs) es de 0.066 gmetano/Gviomasa®h, €l coeficiente de mantenimiento
(m) de 0.024 gmetano/Obiomasa®h, €l coeficiente de respiracion enddégena de 0.0013 gCO,/
Obiomasa®h Y €l coeficiente de conversién de metanol en biomasa (Yxs) de 0.34 Qbiomasa
/Qmetanol- LOS pardmetros de consumo de metanol en medio liquido permitieron estimar el
comportamiento de la levadura en el biofiltro. Asi, partiendo de gs y de la biomasa
maxima alcanzada en biofiltro (32.2 mMQ/gsoporte seco), S€ calculd una capacidad de
eliminacion (CE) méaxima de 220 g/m>h y experimentalmente se obtuvo una CEns de

190 g/m°eh.



Resumen

Mediante experimentos de oximetria, se determind que las concentraciones de metanol
a las cuales se registra el mayor consumo de oxigeno son entre 100 — 400 mmol/L (3.2-
12.8 g/L) y que aparentemente no hay inhibicibn a concentraciones hasta de 1526
mmol/L (48.8 g/L). De manera anéloga, se determin6 que valores de pH entre 2 — 5 no
afectan el consumo del metanol. Esta informacion permitié operar, en los experimentos
de biofiltracion, a pH &cido y concentraciones de metanol de hasta 400mmol/L (12.8 g/L)
(fase liquida + soporte) para asi limitar la presencia de microorganismos contaminantes
(principalmente bacterias).

Los experimentos de biofiltracion se realizaron en columnas con un volumen de 0.2L
empleando la perlita y el bagazo de cafia como soportes. Los resultados indican que no
hay inhibicion del metabolismo de la levadura a concentraciones de metanol de hasta
8.7 g/m® lo que corresponde, en la fase liquida + soporte, a 314 mmol/L (10 g/L).

Un factor determinante en el comportamiento del biofiltro es el tipo de soporte. Asi, la
perlita, mas que el bagazo, favorecié el proceso de remocién del metanol y la
produccion de biomasa. Con la perlita se alcanz6 una capacidad de eliminacién méaxima
(CEnax) de 190 g/ms-h durante 48 horas y una densidad de biomasa de 32.2 mg/Jsoporte
seco- CON el bagazo de cafa se obtuvo una CE, s de 165 g/ms-h por 48 horas y una
biomasa de 26 Mg/Jsoporte seco- EN @mMbos casos fue posible operar los biofiltros hasta por
22 dias sin contaminacién aparente.

Debido a la incompleta saturacion de humedad de la corriente de alimentacion y al calor
metabdlico generado hubo secado en las columnas. Por ello, se evaluo la recuperacion
de la eficiencia de remocion adicionando con o sin mezclado agua y/o medio mineral.
Se determind que es suficiente con la adicion sin mezclado de la fase liquida. Ademas,
la adicion periodica de medio mineral, a diferencia de la adicion de agua, promovié que

se generara el doble de biomasa (18.5 y 9.57 MQyiomasa/Jsoporte seco FESPECtivamente).
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Resumen

Respecto al pH, inicialmente su valor en el soporte fue alrededor de 5.0 el cual
disminuy6 rdpidamente hasta alcanzar un valor aproximado de 2.7 debido a la
presencia de compuestos intermediarios acidos poco volatiles: probablemente &cido
formico. El pH &cido limitdé la contaminacion bacteriana pero no la fungica la cual se
observo ocasionalmente probablemente por la manipulacion de las columnas y a que el
aire alimentado al biofiltro no era estéril.

Se escalé el proceso de biofiltracion para lo cual se emple6 una columna con un
volumen util de 1.1L empacada con perlita. Se alcanz6 una CE s de 110 g/m3-h al 9°
dia y al 12° una coloracion negra en la parte superior de la columna indic6 una
contaminacion fungica.

Se evalud la capacidad de eliminacion de metanol de un hongo aislado e identificado
como Aspergillus sp. el cual presenté un crecimiento importante en columnas de 0.2L.
Se obtuvo una CEns de 235 g/m>h durante 10 dias por lo que este microorganismo
representa una alternativa importante en biofiltracion convencional para la eliminacién
del metanol.

Finalmente, resulté importante controlar las condiciones de arranque y de operacion del
biofiltro. Principalmente, asegurando la saturacién de humedad del flujo de alimentacién
para evitar secado en la columna y por consiguiente adicionar agua lo que representa

un riesgo de contaminacion.

\1



Abstract.

ABSTRACT.

Biofiltration is a clean technology in which a microbial consortium is cultivated and
immobilized on to a support to eliminate gaseous polluting compounds generating
mainly water, CO, and biomass.

This work focused on the biofiltration of methanol, a polluting volatile organic compound,
mainly emitted by paper mill, wood, painting, pharmaceutical and chemical industries.
Unlike for conventional biofiltration, where mixed cultures are used, a pure culture of the
methylotrophic yeast Pichia methanolica was employed in this work. P. methanolica can
be modified genetically so, methanol can be the carbon source and the inductor to the
heterologous protein production at the same time. It is therefore fundamental, to promote
the biomass generation and to limit the presence of contaminant microorganisms to
promote its permanence in the biofilter.

In order to characterize the yeast, the growth parameters and methanol consumption in
liquid culture were evaluated. The maximum growth rate (Umax) Was estimated to be
0.079 h™'. The three methods of biomass quantification used were correlated (optical
density, dry weight and cellular count) permiting estimate the biofilter biomass by means
0 cellular counts. From microcosms experiments, it were determinated: the specific
methanol consumption rate (gs) of 0.066 Qmethano/Tbiomass®, the maintenance coefficient
(m) of 0.024 gmethano/Guiomasa®h, the endogenous metabolism coefficient of 0.0013 gCO,/
Obiomass*h @nd the cell yield coefficient (Yys) of 0.34 Qpiomass/Omethanol- ThESE parameters
allowed to estimate the elimination capacity (EC) expected for the methanol biofiltration.
From a gs of 0.066 Qmethano/Ibiomass*h and the maximum biomass reached in biofilter (32.2
M/ Jsupport dry), an ECmax of 220 g/m 3¢h was expected, close to the experimental value of

190 g/m°eh.
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Through oximetry experiments, the major oxygen consumption was registered with
methanol concentrations between 100 - 400 mmol/L (3.2 — 12.8 g/L) and apparently,
there was no inhibition up to concentrations of 1526 mmol/L (48.8 g/L). In a similar way,
it was determined that values of pH between 2 - 5 do not affect the methanol
consumption. This information allowed to operate, in the biofiltration experiments, with
acid pH and methanol concentrations up to 400mmol/L (12.8 g/L) in the liquid + support
phase to limit the presence of contaminant microorganisms (mainly bacteria).

The biofiltration experiments were realized in columns of 0.2L using perlite and sugar
cane bagasse as supports. The results indicate that there is no inhibition of the yeast
metabolism at concentrations of methanol up to 8.7 g/m® in the gas phase.

The methanol removal and the production of biomass were higher with perlite than with
sugar cane bagasse. With perlite, an ECpax 0f 190 g/m®h was reached during 48 hours
and a biomass of 32.2 MQuiomass /support ary WaS obtained. With the sugar cane bagasse
were obtained an EC,,x of 165 g/m3-h for 48 hours and a biomass of 26 mg/gsupport dry- IN
both cases, it was possible to operate the biofilters for 22 days without apparent
contamination.

Due to the incomplete moisture saturation of the gas stream and to the metabolic heat
generated, the columns were dried. The recovery of the removal efficiency was obtained
by adding water and/or mineral medium. No mixing was nedded. Furthermore, the
periodic addition of mineral medium, unlike the water addition, promoted the production
of biomass.

The biofiltration process was scale up in a column of 1.1L packed with perlite. An ECpax
of 110 g/m®h was reached at the 9" day and a black coloration in the top of the column
at the 12" day indicated a fungi contamination.

Initially, the pH value in the support was 5.0 and diminished quickly until values of 2.7,

probably due to the presence of acidic intermediary such as formic acid. The acidic pH
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limited the bacterial contamination, but not the fungal contamination observed
occasionally, probably, due to the manipulation of the columns and because the gas
stream was not sterile. So, it was important to control the conditions of starting and
operation of the biofilter. Principally, assuring the moisture saturation of the gas stream
to avoid drying in the column and therefore the water addition, which represents a
contamination risk.

The methanol elimination capacity, of the fungal contamination in colums of 0.2 L was
evaluated for 34 days. An EC.x 0f 235 g/m>h was obtained during 10 days (in liteature
have been reported values among 85 — 380 g/m°h). For that reason this microorganism
represents an important alternative in conventional biofiltration for the elimination of

methanol. The contaminating fungus was isolated and identified as Aspergillus sp.
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Introduccién

1. INTRODUCCION.

1.1 LA CONTAMINACION AMBIENTAL.

La mayoria de los procesos industriales, agricolas, de transporte y de produccién de
energia producen emisiones gaseosas contaminantes que afectan el medio ambiente, lo
cual ha generado una creciente preocupacion respecto a la forma de combatirlas.

Los gobiernos han creado programas e instituciones dirigidos a la prevencion de emision
de contaminantes al igual que al tratamiento de los mismos. Un ejemplo de ello es la
Environmental Protection Agency (EPA) establecida a finales de 1970 en Estados Unidos
y que tiene por objetivo hacer investigacion, establecer estandares, monitorear emisiones
y formular leyes respecto a la emision de contaminantes al ambiente (Sell, 1992). En
México, el organismo encargado de legislar en materia ambiental es la Secretaria del
Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT).

La Zona Metropolitana del Valle de México (ZMVM), es una mega ciudad que afronta uno
de los mayores problemas de contaminacion del aire. Desde la década de los 60°s se
empezaron a advertir problemas de contaminacion ambiental y en los afios 70's se
iniciaron esfuerzos aislados para combatirlos. Sin embargo, hasta 1986 se establecen
programas orientados al monitoreo y control de la contaminacion del aire. En 1990 se
instituyd el Programa Integral Contra la Contaminacién Atmosférica (PICCA) y, en 1996,
se dio a conocer el programa para Mejorar la Calidad del Aire en el Valle de México 1995-
2000 (PROAIRE), con el objetivo de disminuir gradualmente los niveles de contaminacion.
Actualmente se trabaja en el programa PROAIRE 2002-2010, que reune las acciones que
desarrollaran las diferentes dependencias gubernamentales, el sector privado, el
educativo y la sociedad en general para lograr la reduccibn de las emisiones
contaminantes que propicien el cumplimiento de las normas de calidad del aire para la

proteccion de la salud (SEMARNAT, 2002).
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Con base en la fuente de emision, los contaminantes que se liberan a la atmdésfera
pueden catalogarse en 3 grupos: a) emisiones procedentes de fuentes moviles (sector
transporte) que emiten, principalmente, bioxido de carbono (CO,), 6xidos de nitrdgeno
(NOx), mondxido de carbono (CO), biéxido de azufre (SO,) e hidrocarburos totales (HC)
gue pueden ser compuestos organicos volatiles (COV) o no volatiles, particulas de hollin y
ozono (O3); b) emisiones procedentes de fuentes fijas (industria, hogares agricultura y
vertederos) como CO,, (SO,), NOx, HC, metales pesados, clorofluorocarbonos (CFC) y
metano (CH,) y, ¢) emisiones que surgen de la produccion de energia como CO,, SO, y
particulas de hollin (SEMARNAT, 2002).

Los principales problemas de contaminacién en la ZMVM son debidos a Oz y a particulas
suspendidas menores a 10 micrémetros (PMy,). Por ello, se ha creado un inventario de
emisiones que registra la contribucion, de las diferentes fuentes de contaminacion, a la
presencia de PM;gq, SO,, CO, NOx e HC en el ambiente. En la tabla 1.1 se presenta el
registro de 1998 y en la tabla 1.2 la proyeccién para el afio 2010 basandose en las
tendencias del crecimiento poblacional, vehicular y de consumo de combustible
(SEMARNAT, 2002). En ambas tablas se observa que los principales generadores de
hidrocarburos son las fuentes de area (hogares, comercios y servicios) contribuyendo en
un 50% a las emisiones totales seguidas por las fuentes méviles (principalmente autos
particulares) con un 40%.

En las tablas 1.3 se presentan los dafios a la salud que provocan los contaminantes
atmosféricos normados, los cuales afectan principalmente al sistema respiratorio
(SEMARNAT, 2002). Ademas del dafio a la salud, los contaminantes ambientales
contribuyen a la presencia, cada vez mas preocupante, de fendémenos como el

calentamiento global, destruccién de la capa de ozono y la lluvia &cida.
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Tabla 1.1 Emision total de contaminantes por fuente, 1998 (SEMARNAT, 2002).

Sector Toneladas / afio

PMio SO, (6{0) NOx HC
Fuentes puntuales 3093 12 442 9213 26 988 23980
Fuentes de area 1678 5354 25960 9 866 247 599
Vegetacion y suelos 7 985 N/A N/A 3193 15 669
Fuentes moviles 7133 4 670 1733663 165 838 187 773
Total 19 889 22 466 1768 836 205 885 475 021
N/A: No aplica

Tabla 1.2 Proyeccion del inventario de emisiones al afio 2010 (SEMARNAT, 2002).

Toneladas / afio
Sector
PMio SO, (6{0) NOx HC

Fuentes puntuales 5162 20 824 15 343 44 022 39 884
Fuentes de area 1824 5424 26 854 14 198 300 052
Vegetacion y suelos 7 985 N/A N/A 3193 15 669
Fuentes moviles 10 169 7 053 2 258 255 221 368 241 655
Total 25139 33 286 2 300 452 282 780 597 260

N/A: No aplica

Tabla 1.3. Contaminantes atmosféricos y sus efectos en la salud. (SEMARNAT, 2002, Molina y
Molina, 2002).

Contaminante Efecto en la salud

Os Dafio a las vias respiratorias y al sistema inmunolégico. Tos, flemas, atrofia de
la mucosa nasal, irritacion de ojos, dolor de cabeza y ataques de asma.

PMyoy PM, 5 Padecimientos respiratorios, bronquitis aguda y muerte prematura.

CcO Disminuye la capacidad de la sangre para transportar oxigeno. Altera el
funcionamiento de neuronas, células del corazén y otros musculos.

NO, Problemas respiratorios y muerte celular.

Pb Inhibe la sintesis de hemoglobina. Causa dafio hepatico, renal y neurolégico.

SO, Irritacion del tracto respiratorio, bronco constriccion.
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1.2 METODOS PARA EL TRATAMIENTO DE EFLUENTES GASEOSOS DE

FUENTES FIJAS.

Las técnicas de tratamiento de COV's y CIV’s pueden catalogarse dentro de dos grupos:
Métodos fisicoquimicos que pueden ser de destruccion como la incineracion o de
recuperacion como la adsorcion, absorcioén, condensacion y separacion con membranas.
Métodos de tratamiento biolégico como: biofiltros, biolavadores y biofiltros de lecho
escurrido (van Groenestijn y Hesselink, 1993).
Para la elecciébn del método mas adecuado para el tratamiento de la corriente
contaminada debe considerarse la naturaleza del contaminante, la eficiencia de
eliminacion deseada, el flujo del gas contaminado y su concentracién (van Groenestijn y
Hesselink, 1993) segun lo muestra la figura 1.1 creada con base en experiencias previas.
En ella se observa que los métodos bioldégicos son aplicables, preferentemente, para

emisiones que tienen flujos altos y concentraciones bajas de contaminante.

A
1x1068
= 1x105 Biofiltraci6n
N Biolavadores
E Biofiltros de Incineraci 6n
@ 1x104 lecho escurrido
(] - —
© L Lavadores Condensacién
.% 1x10° Adsorcion
[ X regenerativa
1x102 L i : Crio.condensaci 6n
Adsorcién no
regenerativa
|
0 >
1 10 100

Concentracion (g/m3)

Fig. 1.1. Aplicacion de varias tecnologias para el control de contaminacion del aire basado en el
flujo de aire y la concentracién del contaminante (Devinny et. al. 1999).
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1.2.1 METODOS FISICOQUIMICOS.

La aplicacién de un método fisicoquimico depende de las propiedades fisicas y quimicas
del contaminante y de la corriente contaminada. Estos métodos han sido muy empleados
por ser rapidos y eficientes bajo ciertas condiciones. Sin embargo, tienen la desventaja de
altos costos de construccién, energia y agua; ademas, en muchos casos solo transfieren
el contaminante de un estado fisico a otro (Cardenas et. al. 2003). Algunos métodos
fisicoquimicos para el tratamiento de gases son:

Incineracion.
Existen tres métodos de incineracion: de flama directa, la térmica y la catalitica. La
incineracion de flama directa es el método mas simple y se emplea cuando el
contaminante reacciona con el aire quemandose. La temperatura tipica es de 1400 °C
(Sell, 1992). Cuando la corriente de gas a tratar no se quema facilmente, puede
emplearse un gas combustible que caliente el gas (500-800°C) lograndose la degradacion
térmica de los contaminantes. En la incineracion catalitica las moléculas de gas difunden
y se adsorben en la superficie del catalizador (platino, paladio o rubidio) el cual permite
que la reaccién proceda mucho mas rapido y/o a menores temperaturas: 300-700°C
(Devinny et. al. 1999).
La ventaja de la incineracién es la alta eficiencia. La incompleta incineracién de
compuestos orgénicos es la principal desventaja debido a la produccion de aldehidos o
acidos que representan un mayor problema de contaminacibn 0, en el caso de
compuestos halogenados o azufrados, la produccién de &cido clorhidrico, fluorhidrico,
diéxido de azufre y en algunos casos dioxinas (Cardenas et. al. 2003).
Campo de aplicacion: Control de olores, destruccion de compuestos toxicos y reduccion
de COV's fotoquimicamente reactivos (Cooper y Alley, 1994).

Adsorcion.

Se fundamenta en la adherencia de los contaminantes a la superficie de un solido poroso



Introduccién

por lo que es importante la eleccion del adsorbente y el tiempo de contacto entre este
sélido y el contaminante (Cooper y Alley, 1994). Dependiendo del tipo de enlace entre la
molécula de gas y el adsorbente, la adsorcion se clasifica en fisica, si intervienen fuerzas
débiles como las de van der Waals 6 quimica si existen enlaces quimicos (Cardenas et. al
2003, Lee et. al., 2000).
Los principales materiales adsorbentes son: carbon activado, zeolita hidrofobica, silica gel
0 alumina, todos ellos sélidos con una alta relacion superficie-volumen (Dueso, 1994).
Campo de aplicacion: Control de olores, purificacion de aire con bajas concentraciones de
contaminantes y como etapa de preconcentracion para después destruir (por incineracion,
por ejemplo) o recuperar contaminantes como benceno, etanol, tricloroetano, fredn
(Cooper y Alley, 1994).

Absorcion.
Se refiere a la transferencia selectiva de material de un gas a un liquido con el que esta
en contacto. Se fundamenta en la solubilidad preferencial del componente gaseoso en el
liquido (Cooper y Alley, 1994). La eficiencia de la absorcion depende de la correcta
seleccion del material absorbente, el coeficiente de transferencia de compuestos
organicos entre la fase gaseosa y la fase liquida, de la superficie del contacto liquido /
gas, la temperatura y del tiempo de contacto (Lee et. al., 2000).
Campo de aplicacion: La recuperacion de solventes como metanol y acetona se realiza
frecuentemente por absorcion (Cooper y Alley, 1994).

Condensacion.
La condensacion separa a uno o0 mas componentes volatiles de una mezcla gaseosa al
modificar las condiciones del sistema hasta alcanzar la saturacion con el subsecuente
cambio de fase. La condensacioén se logra, ya sea, incrementando la presion por arriba de

la presion de saturacion, disminuyendo la temperatura por debajo de la temperatura de
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saturacion (método mas usual) o por combinacién de las dos (Dueso, 1994) y

generalmente se emplea cuando la concentracion del contaminante es alta.

1.2.2 METODOS BIOLOGICOS.

Los métodos bioldgicos de tratamiento de emisiones gaseosas ofrecen la ventaja de bajos
requerimientos de energia y materiales asi como la produccion minima de desechos en
comparacion con los métodos fisicoquimicos. Las principales caracteristicas de estas

biotecnologias se presentan en la tabla 1.4

Tabla 1.4 Principales caracteristicas de los métodos biolégicos de tratamiento de emisiones

gaseosas (Ottengraff, 1986; Kennes y Thalasso, 1998).

Fase movil Soporte Biomasa activa
Biolavador Liquido y gas Ninguno Dispersa
Biofiltro de lecho escurrido Liquido y gas Sintético Fija
Biofiltro Gas Orgénico/ sintético Fija

Puesto que en los tres métodos bioldgicos el contaminante (fase gas) tiene contacto con

una fase liquida o una biopelicula (caso de la biofiltracion) en la cual se disuelve o

difunde, es importante conocer la particion del contaminante entre la fase gaseosa y la

liquida. Tal relacion es definida por la ley de Henry como se muestra a continuacion:
Pa=H e X, (ec. 1)

donde:
Pa: presion parcial del compuesto A en la fase gas (atm)
Xa: fraccion mol del compuesto A en la fase liquida

H: constante de Henry (Atm/ fraccion mol)
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Al dividir la ec. 1 entre la presion total del sistema se obtiene Y, = H* ¢« X, donde
H*=H/Pna Se denomina coeficiente de particion aire/agua y es adimensional (fraccion mol

de Age/fracccion mol de Axgua 6 gL ™ aire/ gL " agua) (Yaws et. al. 1991)

Biolavadores. En los biolavadores, existe una absorcién del contaminante en una fase
acuosa la cual es entonces y en forma separada tratada biol6gicamente en la fase liquida
del biorreactor. Las principales ventajas de este proceso son: a) remocion de productos
de reaccion, por ejemplo &acidos, evitando asi efectos inhibitorios, b) facil control del
proceso biolégico debido al control de la composicion del medio liquido y, c¢) buena
capacidad de adaptacion de la biomasa microbiana. La parte limitante del proceso es la
disolucion del contaminante (gas) en la fase liquida, por ello sélo es recomendable
cuando el coeficiente de particion aire/agua es menor de 0.01 (Kennes y Thalasso, 1998).
Biofiltro de lecho escurrido. Los biofiltros de percolacién constan de un soporte en el
cual esta contenida la biomasa activa siendo el sistema continuamente alimentado con
medio liquido el cual provee de nutrientes a los microorganismos. El contaminante
gaseoso pasa por el biofiltro en co-corriente o contracorriente respecto a la fase liquida.
Las ventajas de los biofiltros de percolacidén, en comparacion con los biofiltros, son: a) facil
eliminacion de productos toxicos debida al paso de la fase liquida, b) facil control del
proceso biolégico y, c¢) buena capacidad de adaptacion de la biomasa activa. La
transferencia del contaminante de la fase gas a la fase liquida es nuevamente el paso
limitante del proceso, por lo que esta tecnologia es recomendable para contaminantes con
un coeficiente de particion aire/agua menor de 0.1. Un factor que puede significar una
desventaja es el excesivo crecimiento de la biomasa en el sistema lo que
progresivamente reduce el volumen vacio y puede causar un incremento en la caida de

presion (Kennes y Thalasso, 1998).
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Biofiltracion. Un biofiltro es un sistema que contiene un material de empaque en el cual
se encuentran soportados microorganismos capaces de consumir el contaminante el cual
es transportado en fase gaseosa. Tiene la ventaja respecto al biolavador y al biofiltro de
lecho escurrido de requerir un menor consumo de energia debido a que no hay
recirculacion de una fase acuosa. A diferencia de un biolavador no hay riesgo de lavado
de la biomasa presente y no requiere de una etapa previa de transferencia del gas a la
fase liguida. Ademas en un biolavador frecuentemente se requiere airear el sistema para
cubrir los requerimientos de oxidacion biologica. Sin embargo, esta aereacion provoca
volatilizacion de los contaminantes previamente absorbidos.

La biofiltracion es aplicable a contaminantes con una constante de Henry menor de 1. Asi,
se han tratado alcoholes, aldehidos, cetonas, alcanos (heptano, hexano) fenoles
hidrocarburos clorados, halogenados y poliarométicos (Devinny et. al. 1999). Esta

tecnologia es abordada més ampliamente en la siguiente seccion.

1.3 BIOFILTRACION.

La biofiltracion es una tecnologia originada en Europa que se ha empleado para el control
de olores en plantas de tratamiento de agua y de procesos de composteo desde hace
mas de 40 afios (Adler, 2001). En los inicios de los 80°s su campo de aplicacién se amplié
a la remocion de compuestos Vvolatiles facilmente biodegrables provenientes,
principalmente, de plantas quimicas, fundidoras, imprentas y de pintura (van Groenestijn y
Hesselink, 1993). Actualmente se hacen esfuerzos por aplicar esta tecnologia al
tratamiento de compuestos volatiles organicos, varios hidrocarburos y otros compuestos
organicos e inorgénicos. Sin embargo, estudios mas amplios se han realizado para
alcoholes, cetonas, alcanos derivados de benceno y compuestos clorados (Kennes y

Thalasso, 1998)
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El proceso de biofiltracion consiste en el uso de uno o varios microorganismos
especializados que oxidan el o los compuestos contaminantes generando sustancias
menos “dafinas” como CO,, H,O, NO3' y S0, (van Groenestijn y Hesselink, 1993). El o
los contaminantes pasan a través de un material de empaque, también llamado soporte,
compuesto de materiales organicos (en cuyo caso estos aportan nutrientes a los
microorganismos; por ejemplo, composta, aserrin, bagazo de cafia, etc.), o de materiales
inertes (poli estireno, perlita...) a cuya superficie los microorganismos se encuentran
adheridos (van Groenestijn y Hesselink, 1993). Asi, el o los contaminantes (fase gaseosa)
deben transferirse primero a una pelicula liquida que rodea a las particulas del empaque
para poder estar al alcance de los microorganismos.

Un biofiltro puede ser un sistema abierto o cerrado; los sistemas abiertos exponen la
superficie del medio filtrante a la atmdsfera mientras que los sistemas cerrados no
permiten este contacto al contar con una estructura bien cerrada. Los materiales elegidos
para un sistema dependen de las caracteristicas del gas a tratar, la posible generacion de
productos finales (tales como acidos), el grado de control del sistema y el presupuesto del
proyecto (Rafson, 1998).

En la figura 1.2 se muestra un esquema basico que ejemplifica un biofiltro real y sefiala
algunos de los principales parametros.

El aire contaminado puede contener una alta concentracion de particulas provocando
taponamiento en el sistema, presentar variacion en la concentracion de los contaminantes
a través del tiempo y/o variaciones en la temperatura. Por ello, se puede requerir de
etapas de pretratamiento para homogeneizar la corriente de alimentacibn como se
muestra en la fig 1.2. Posteriormente, el aire entra a un sistema de humidificacion el cual
es el paso critico en el proceso de pretratamiento de la corriente gaseosa. En el esquema

se muestra un sistema con flujo ascendente del gas y, al pasar por el lecho del soporte,
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Gas contaminado
l Agua y/o nutrientes

Gas tratado «
Remoci 6n de [
particulas

Soporte con microorgani smos

Homogeneizaci 6n activos
delacarga .
Reciclado del

l drenado
Regulacion dela Humidificaci 6n  |———
temperatura

Fig. 1.2. Esquema de un sistema de biofiltracion (Swanson y Loehr, 1997)

los microorganismos consumen los contaminantes generando sustancias menos nocivas.
Debido a la necesidad de adicionar agua al sistema para contrarrestar los problemas de
secado, normalmente se cuenta con un sistema de aspersion de agua o medio mineral en
la parte superior del biofiltro. EI agua excedente o la generada por el propio proceso
puede recuperarse por la parte inferior del biofiltro y reciclarse.

La biofiltracién tiene las ventajas de (van Groenestijn y Hesselink, 1993, Kennes y
Thalasso, 1998): a) area superficial gas / liquido grande, b) facil operacion y escalamiento,
c) altas eficiencias de remocion, d) bajos costos de operacion, e) el sistema opera a
temperatura ambiente y f) productos residuales poco dafiinos para el ambiente (CO,, H,0,
biomasa). Sin embargo tiene las desventajas de: a) poco control de las condiciones de
reaccion, b) lenta adaptacion a las fluctuaciones del gas (esto depende principalmente de

los microorganismo) y, c) no se puede tratar todo tipo de contaminantes.
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1.3.1 PARAMETROS IMPORTANTES EN EL PROCESO DE BIOFILTRACION.

Los pardmetros que tienen impacto sobre el proceso de biofiltracion son:

1.3.1.1 SOPORTE.
Las principales caracteristicas que un soporte debe tener son (Swanson y Loehr, 1997,
Kennes y Thalasso 1998):

Ambiente Optimo para el crecimiento microbiano, por ejemplo aportacién de

nutrientes, fuente de carbono, humedad y pH.

Alta capacidad de retencién de agua.

Gran area superficial para maximizar el &rea de contacto e incrementar el nimero

de sitios de reaccion.

Baja densidad lo que permite disminuir los costos de instalacion.

Una fraccion vacia grande para limitar las caidas de presién y problemas de

taponamiento.

Integridad estructural necesaria para resistir la compactacion del medio.
Turba, tierra, composta o una mezcla de ellos son los materiales organicos mas usados
como soportes debido a que proveen todos los nutrientes necesarios para los
microorganismos. Sin embargo tienen la desventaja de que a la larga pueden presentar
problemas de compactacién y caidas de presion.
Una gran variedad de soportes inorganicos como la perlita, cuentas de vidrio, espuma de
poliuretano o poli estireno se han venido empleando, cada vez con més frecuencia, desde
la década pasada. La razon de incorporar este tipo de soportes en los biofiltros es limitar
las caidas de presion al reducir la compactacion, mejorar la porosidad, prevenir la ruptura
del soporte y evitar el acanalamiento. Sin embargo en este caso es necesaria la adicion

de sales minerales.
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Ultimamente, se ha optado por emplear una mezcla de un soporte organico con algin
material inorganico para solucionar los problemas de compactacion y de requerimientos

nutricionales.

1.3.1.2 MICROORGANISMOS.

Para que el proceso de biofiltracion sea exitoso se recomienda emplear consorcios
microbianos o cultivos puros especializados en el consumo de el o los contaminantes para
reducir los periodos de aclimatacion. Los microorganismos predominantes en biofiltro
tratando COV’s son heterotrofos siendo los méas comunes las bacterias y los hongos.

Los cultivos puros han sido ampliamente estudiados a nivel laboratorio pero poco usados
en aplicaciones a gran escala. Son empleados principalmente en la eliminacion de
compuestos de dificil degradacion. Asi, la probabilidad de que un microoganismo mas
eficiente en el consumo del contaminante aparezca es baja. Ejemplos de cultivos puros

empleados en biofiltracion se presentan en la tabla 1.5.

Tabla 1.5. Biofiltracion con cultivos puros.

Microorganismo Compuesto contaminante Referencia
Mycobacterium E3 Eteno van Groenestijn y Hesselink,
1993
Thiobacillus thioparus DW44 H,S, metanetiol, dimetil van Groenestijn y Hesselink,
sulfito y dimetil bisulfito 1993
Exophiala jeanselmei Estireno Cox et. al 1997
Hyphomicrobium sp. diclorometano Kennes y Thalasso, 1998
Rhodococcus sp. Metil etil cetona Kennes y Thalasso, 1998
Pseudomonas fluorescens Metanol Kennes y Thalasso, 1998
Scedosporium apiospermum TB1 Tolueno Garcia-Pefia et. al. 2001
Candida utilis Etanol Christen et. al. 2002

13
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Se ha reportado trabajos en los cuales se emplean hongos en la degradacion de varios
COV's, particularmente compuestos hidrofobicos. La razén del creciente interés en estos
organismos radica en su resistencia a baja humedad, limitaciones nutricionales y bajo pH,
lo que se refleja, en capacidades de eliminacion dos o tres veces mayores que con
bacterias (Cox et. al. 1996, Ergas, 2003). Algunos autores han reportado altas eficiencias
de remocion en condiciones acidas lo cual, generalmente, se ha debido a la presencia de

hongos o bacterias extreméfilas (Kennes y Thalasso, 1998).

1.3.1.3 PARAMETROS AMBIENTALES.

La remocion de los compuestos contaminantes en el biofiltro depende de la actividad de
los microorganismos presentes y, esta a su vez, de la existencia de condiciones
ambientales apropiadas para que los microorganismos crezcan y consuman el
contaminante. La humedad, la temperatura, el pH y los nutrientes son los principales
parametros que afectan la actividad microbiana. (Leson et. al., 1991).

El contenido de humedad es normalmente la variable mas importante que afecta el
comportamiento del biofiltro, ya que la presencia de agua es esencial para asegurar una
Optima actividad microbiana. No obstante, una gran cantidad de agua en el biofiltro puede
provocar la formacion de zonas estancadas o compactadas, problemas de transferencia
de oxigeno, generacion de zonas anaerobias, incremento de las caidas de presion, y
lavado de la biomasa y los nutrientes del sistema. Por otro lado, periodos de secado en la
columna de biofiltracion causados por variaciones en la humedad relativa de la corriente
de alimentacién o al calor metabdlico generado en la oxidacién de los contaminantes,
pueden provocar dafios irreversibles en la biomasa activa y fraccionamiento del soporte
(Cox et. al. 1996, Auria et. al. 1998, Auria et. al. 2000, Morales et. al. 2003). Se considera
que el contenido de humedad 6ptimo de un biofiltro se alcanza a la capacidad méxima de

retencién de agua del soporte, generalmente entre el 40-60% (Swanson y Loehr, 1997). El

14



Introduccién

control de la humedad del sistema puede realizarse por medio de un sistema de spray
dispersando agua directamente en el sistema y/o indirectamente a través de la saturacion
del aire de la corriente de alimentacion en agua (Cox et. al. 1996, Kennes y Thalasso
1998, Auria et. al. 2000). Desafortunadamente, cambios en el flujo de alimentacién y
fluctuaciones en la temperatura afectan el control de este parametro (PPC Air Pollution
Control, 2003).

Normalmente los microorganismos empleados en la biofiltracion son mesofilos por lo que
el rango de temperaturas de crecimiento caracteristico es entre 25-35°C. Sin embargo,
también es posible operar biofiltros en condiciones psicrofilas o termdfilas, e incluso, ser
necesarias estas temperaturas tomando en cuenta la temperatura del gas de alimentacion
o las condiciones climaticas.

Los procesos de biofiltracion son realizados, generalmente, en pH’s cercanos a la
neutralidad (6-8) los cuales son mas adecuados para las bacterias. Por ello, la generacion
de acidos, bases u otros productos inhibitorios son indeseables y se debe evitar que la
acumulacion de alguno de ellos afecte el comportamiento de la biomasa lo que se veria
reflejado en caida de la eficiencia de remocion. Como es muy dificil regular el pH durante
el proceso de biofiltracién, el pardmetro que suele ser de gran importancia para controlarlo
es la eleccién del soporte, ya sea al elegir uno con capacidad amortiguadora o al realizar
un pretratamiento del mismo mezclandolo con CaCO; (polvo de conchas de ostra, por
ejemplo) o soluciones de NaOH, Ca(OH),, NaHCO3; y NaHPO,.

Finalmente, cuando se emplean soportes organicos estos proporcionan los nutrientes
necesarios para los microorganismos. Sin embargo, en el caso de soportes inertes o del
empleo a largo plazo (afios) de soportes organicos, puede ser necesario adicionar al
sistema soluciones de N y/o P tales como NH;NO; y K;HPO,; asi como S, Mg vy ciertos

elementos traza (principalmente para el funcionamiento de ciertas enzimas) ya que la
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deficiencia de estos nutrientes se traduce en disminucién en la eficiencia de remocion

(Acufia et. al. 1999, Prado et. al. 2002, Yang et. al. 2002).

1.3.2 MODELO TEORICO.

Diversos modelos tedricos han sido propuestos para describir el proceso de biofiltracion
siendo la principal diferencia entre ellos la descripcion esquemética de la biocapa (donde
se encuentran los microorganismos) y el orden que se asume en la cinética de
degradacién del contaminante (Kennes y Thalasso 1998). El primer modelo tedérico de un
biofiltro es el que desarrollaron Ottengraf y van den Oever en 1983. Las suposiciones de
las cuales parten son (Ottengraf y van den Oever, 1983):

Los sustratos (fuente de carbono, oxigeno y nutrientes) son transportados en la
biocapa por difusién, la cual puede ser descrita por el coeficiente de difusion efectivo.
Ademas, se asume que las concentraciones del contaminante en la fase gaseosa y
liquida estan siempre en equilibrio y definidas por la ley de Henry.

El espesor de la biocapa es pequefio comparado con el diametro de las particulas
del empaque (biopelicula plana).

El espesor de la biocapa es constante a lo largo de todo el biofiltro.

La micro cinética de la biodegradacion del sustrato en la biocapa puede ser
descrita por una expresion de tipo Monod.

KM + CL
donde: C,: concentracion del contaminante en el medio liquido (mol/L)
kmax: Velocidad méxima de degradacion (mol/ L seg.)

Kwu: constante de saturacion

Sila C << Ky la cinética se puede simplificar a una cinética de orden uno.

16
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Si la C. >> Ky la cinética se puede simplificar a orden cero (la velocidad de

degradacion es independiente de la concentracion del contaminante)

El flujo de la fase gas a través del lecho es de tipo piston.

Asi, este modelo sugiere que (Leson et. al., 1991, Devinny et. al., 1999):

A una concentracion de la fase gas, Cg4, superior a la concentracion critica C*, la
biocapa estd completamente saturada del contaminante (fig 1.3 y fig 1.4) y, la velocidad
de remocion estara limitada por la actividad biolégica de los microorganismos. En tal caso
se trata de una reaccion de pseudo-orden cero y la velocidad de degradacion no cambiara
con la concentracion (degradacion con limitacion por reaccion).

A concentraciones menores de la concentracién critica, la difusion del
contaminante en la biocapa sera el paso limitante para la remocion, es decir, si la biocapa
no es completamente penetrada por el contaminante, la velocidad de remocion es
aproximadamente proporcional a la concentracién del contaminante (reaccion de 1°

pseudo-orden). Fig. 1.3y 1.4.

Biofiltro

Fase liquida
y biocapa

Fase

solida Fase gas

gaseosa

Fig. 1.3 Modelo conceptual de la biofiltracién. Los perfiles que se muestran en la biocapa se
refieren a: 1) degradacion con limitacion por reaccion y, 2) degradacion con limitacion por difusion.
C*: concentracion critica (Leson et. al., 1991, Ergas, 2003).
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Fig. 1.4 Ejemplificacién de perfiles de capacidad de eliminacién en reacciéon de pseudo-orden cero

y de primer pseudo-orden (Ergas, 2003).

1.3.3 APLICACIONES.
Diversos son los trabajos que se han realizado a escala piloto y a nivel industrial en el
tratamiento de emisiones gaseosas. En la tabla 1.6 se muestra una relacion de algunos

resultados obtenidos al aplicar la biofiltracion a nivel industrial.

1.4 METANOL.

141 EL METANOL COMO COMPUESTO CONTAMINANTE.

El metanol es un alcohol cuya férmula quimica es CH3;OH. Es un compuesto organico
volatil ampliamente empleado alrededor del mundo y liberado al ambiente por industrias
tales como la del papel, madera, pinturas, farmacéuticas y quimicas. Se ha empleado
principalmente como solvente; como anticongelante en radiadores de automoviles y

constituye una alternativa como combustible. Las fuentes naturales de este alcohol son
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Tabla 1.6. Experiencias practicas en el tratamiento biolégico de gases en la industria

Compuesto Tipo de industria Velocidad de Carga Eficiencia de
flujo (m*h™) eliminacion (%)
covs? Tanques de 2 000 8 m°/m°eh 90
almacenamiento
covs? Tratamiento de aguas 65 000 31 m°/m>sh 70-90
industriales
covs® Procesamiento del 6 300 105 m*/m>sh 95
pescado
covs®W Procesamiento del 10 300 184 m*/m>eh 85
pescado
Aromas © Composteo 357 143 Nd 86
Aromas © Sabores y fragancias 56 122 Nd 90
COV'sy BTEXY Petréleo 510 Nd 80 -95
Tolueno, fenol y Plasticos 1 000 Nd 80 -95
acetona
Carbén organico®™ Farmacéutica 1 000 Nd 99.9
Solventes™ nd 140 000 Nd > 95
Aromas®™ Composteo 16 000 Nd > 05
Alcoholes™ Fundidora 30 000 150 m*/m°h >99
Etanol ¥ Fundidora nd 180 g/m>sh 80 - 90

“yan Groenestijn y Hesselink, 1993, “Leson et. al., 1995, ®Rafson, 1998, Adler, 2001.

nd: no disponible

las emisiones de gases volcanicos, la extraccion de petroleo crudo y gas natural y la
descomposicion biolégica de lodos y aguas de drenaje (EPA, 2002).

El metanol es un compuesto hidrofilico considerado dentro de los 189 contaminantes
peligrosos del aire (hazardous air pollutants, HAPs) enlistados en la Clean Air Act
Amendment (CAAA90) propuesta por la Environmental Protection Agency (Mohseni y
Grant, 2000) y se estima que sus emisiones al aire en América del Norte fueron de
104,031 toneladas en 1999 (CEC, 1999).

Este alcohol puede entrar al organismo por via respiratoria, cutanea o por ingestion. Los

efectos en la salud por exposicién a concentraciones elevadas de metanol (mayor de 200
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ppm en aire), en centros de trabajo o por accidente, incluye ndusea, vomito, irritacion en
0jos, nariz y boca, desordenes visuales, ceguera temporal o permanente, dafio al sistema
nervioso, depresion cardiaca y dafio hepético. Este solvente puede causar dafios al feto y
puede reaccionar en el aire para producir formaldehido, un compuesto catalogado como
cancerigeno. Especificaciones de la Occupational Safety and Health Administration
(OSHA) permiten una exposicidon méxima a metanol en el aire de 200 ppm por un periodo
8 horas (EPA. 1994).

El grupo —OH le confiere al metanol una gran capacidad hidrofilica (alta solubilidad en
agua). Sin embargo, por ser un compuesto de bajo peso molecular es una sustancia muy
volatil (temperatura de ebullicion: 64.7°C a 1 atmdésfera) de tal forma que, el metanol se
evapora cuando se expone al aire y se disuelve completamente cuando es mezclado con
agua. La constante de Henry del metanol es de 5.2x10° atm/(mol/m®) lo que equivale a

4784.7 (9/m®)iq / (9/m%)gas (Rafson, 1998).

1.42 ANTECEDENTES DE LA ELIMINACION DE METANOL POR
BIOFILTRACION.

Diversos han sido los trabajos realizados acerca de la biofiltracién del metanol. En la tabla
1.7 se resumen algunos de los resultados obtenidos en estos estudios.

Un antecedente directo al presente trabajo, es el realizado por Cornabe et. al (2002) en el
cual se utilizé una cepa de Pichia pastoris previamente transformada para producir una
lacasa. En él se obtuvo una capacidad méaxima de eliminacion de 175 g/m°sh durante 5
dias.

Adicionalmente, Adler et. al. (2001), reportan y comparan costos capitales y de operacion
de la biofiltracion respecto a tecnologias fisicoquimicas para el tratamiento de emisiones

de metanol los cuales se presentan en la tabla 1.8.
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Tabla 1.7. Antecedentes de biofiltracion de metanol.

Microorganismos CEmaX(g/m3 Referencia
h)

Consorcio de 8 bacterias. 113 Shareefdeen et.al. 1993
Consorcio de microorganismos no identificados 173 Thalasso et.al 1999
Consorcio de microorganismos no identificados. 135-150 Deshusses et. al. 2000
Bacterias 101 Krailas et. al 2000
Consorcio de microorganismos no identificados. 200-250 Mohseni y Grant, 2000
Bacterias 100 Kong et. al. 2001
Consorcio de microorganismos no identificados 85 Arulneyam y Swaminathan 2003
Consorcio 380 Sologar et. al. 2003

Tabla 1.8 Costos de instalacion y operacion de varias tecnologias para el control de emisiones de
metanol (Concentracion: 129 mg/m?, flujo: 169,900 m®h) (Adler et. al., 2001).

Tecnologia Eficiencia | Costo de instala- | Costo de operacién
(%) cion ($ DIs). anual ($ DIs).
Biofiltro 95 962 500 204 743
Biofiltro 95 1 500 000 385114
Biofiltro 95 1 885 000 456 235
Concentrador + oxidacion catalitica 95 1 405 000 296 767
Concentracion + oxidacion térmica 95 2987 000 757 085
Oxidacion térmica regenerativa 90 1 600 000 834 900
Oxidacion térmica regenerativa. 95 1 905 000 963 290

1.5 LA LEVADURA Pichia methanolica.

1.5.1 P. methanolica: MICROORGANISMO METILOTROFICO.

Se denomina organismos metilotréficos a aquellos capaces de utilizar el metanol como
Unica fuente de carbdn y energia. Este tipo de microorganismos fue primeramente
identificado a finales de los 60°s e inicios de los 70°s; era en la cual la produccion y el
empleo del metanol se vieron ampliamente favorecidos. Los microorganismos

metilotréficos pueden ser bacterias, hongos (Duff y Murray, 1988, Woodward, 1989) o
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levaduras de las cuales las mas ampliamente investigadas pertenecen a los géneros
Pichia y Hansenula.

Pichia methanolica fue descrita por primera vez por Kato y col. en 1974 y desde 1977 se
ha realizado investigacion de esta levadura en diversas instituciones, principalmente en
Rusia (Klaus, 1996).

Originalmente, la razon por la cual P. methanolica ha sido tan investigada es que ofrece la
simplicidad y economia de un sistema de expresién bacteriano (hay una rapida y alta
produccion de proteinas heterdlogas) y la posibilidad de modificaciones postraduccionales
propias de un organismo eucariético. Ademas, permite realizar un conveniente y util
andlisis genético usando herramientas clasicas, incluyendo el mapeo genético.
(Invitrogen, 2003).

P. methanolica es una levadura aerobia cuya temperatura de crecimiento 6ptima oscila
entre 28 a 30°C con un pH éptimo entre 3 a 6.5. En el caso de Pichia pastoris, una
levadura del mismo género, se ha reportado que puede crecer en medio liquido en
concentraciones altas de metanol. Asi, Cornabe et al. (2002) reportan que puede crecer
en concentraciones de 625 mmol/L (20 g/L) mientras que Duff y Murray (1988) emplearon
concentraciones de hasta 1563 mmol/L.(50 g/L).

En la fig. 1.5 se presenta la ruta metabdlica de oxidacion biolégica del metanol por P.
methanolica. En ella, el alcohol entra a los peroxisomas (estructuras especializadas) y es
oxidado por oxidasas especificas para generar formaldehido y peroxido de hidrégeno,
este Ultimo es descompuesto en agua y oxigeno molecular por una catalasa peroxisomal.
El formaldehido generado por la reaccion de la oxidasa sale al citosol, en donde por
medio de una ruta de degradacion produce energia y por otra ruta (asimilacién) produce
biomasa. La reaccion clave en esta Ultima ruta es la catalizada por la dihidroxiacetona
sintetasa, realizada en peroxisoma, produciendo dihidroxiacetona y gliceraldehido-3-

fosfato (esta es una reaccion transacetolasa entre el formaldehido y xylulosa-5-fosfato).
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Citoplasma

- Peroxisoma ~ GSH —
1 3 4
CH,0H —® HCHO — % ® HCHO GS-CH,OH 7@’ HCOOH WCOZ

CH,OH K
/I \
/ / i NAD NADH NAD NADH
! H,0, \
i i
1
\ 2 < { XuP <
\ 5 /
\ 1/20,+H,0 > 6
GAP DHA/—>» DHA W DHAP 8
7 FBP—s—> FeP
Tl 4 - ATP ADP .
----- -- Pi
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Biomasa
1) Alcohol oxidasa 5) Dihidroxiacetona sintetasa
2) Catalasa 6) Dihidroxiacetona cinasa
3) Formaldehido deshidrogenasa 7) Fructosa 1-6 bifosfato aldolasa
4) Formato deshidrogenasa 8) Fructosa 1-6 bifosfatasa

Fig. 1.5 Rutas para la utilizacién del metanol en metilétrofos (Wolf, 1996; Gellissen, 2000).

La dihidroxiacetona es fosforilada por la correspondiente cinasa para posteriormente,
mediante una condensacion aldolica con el gliceraldehido-3-fosfato, generar una molécula
de fructosa 1,6-bifosfato la cual es convertida en fructosa-6-fosfato por una fosfatasa. La
xylulosa-5-fosfato es regenerada de 2 moléculas de fructosa-6-fosfato y una de triosa
fosfato en las reacciones de la parte no oxidativa del ciclo de la pentosa fosfato catalizada
por transaldolasa, transcetolasa, ribosa-5-fosfato isomerasa y ribulosa-5-fosfato
epimerasa. Una tercera parte del gliceraldehido —3-fosfato generado es destinado a la
formacion de biomasa por reacciones de gluconeogénesis. En la ruta de degradacion, el
formaldehido es catabolizado por la accién de dos subsecuentes deshidrogenasas; en el
primer paso el formaldehido es oxidado a formato por una formaldehido deshidrogenasa
para ser posteriormente oxidado a bioxido de carbono por una formato deshidrogenasa.
Se ha determinado que en cultivos creciendo en metanol, los peroxisomas proliferan

pudiendo ocupar hasta el 80% del volumen celular, por su parte, la alcohol oxidasa y la
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dihidroxiacetona sintetasa pueden constituir del 60-80 % de la proteina celular. (Faber,

1995; Wolf, 1996; Gellisen, 2000).

1.5.2 P. methanolica PARA LA PRODUCCION DE PROTEINAS
HETEROLOGAS.

Las razones por las que Pichia resulta ser un hospedero ideal para la produccion de
proteinas heter6logas es porque: a)es un microorganismo capaz de crecer con altas
densidades celulares, en medios definidos y econdémicos, b) la expresion de las proteinas
heter6logas es regulada fuertemente por el promotor del gen de la alcohol oxidasa, c) por
ser la levadura un organismo eucariotico, es capaz de muchas de las modificaciones
postraduccionales necesarias en proteinas de animales superiores y d) las levaduras son
capaces de secretar, en altos niveles, muchas proteinas lo que simplifica los procesos de
purificacion de las mismas (d"Anjou y Daugulis, 2000, Invitrogen 2003).

Se ha identificado que existen dos genes que codifican para la enzima alcohol oxidasa a
partir de los cuales se generan 9 isoformas con idéntico peso molecular (450 kDa) pero
diferente carga (pl 4.18-5.2) y K, 0.5-5.5 mM (metanol como sustrato). La razén de tal
heterogeneidad molecular es la diferencia en la sustitucién de algunos aminoacidos en la
proteina codificada (Ashin y Trotsenko 2000). Los 2 genes que codifican para la alcohol
oxidasa se denominan AUG1 y AUG2 (alcohol utilization gene) siendo, al parecer, el gen
AUGL1 el responsable de la mayoria de la actividad enzimatica de las alcohol oxidasas.
Este gen ha sido aislado y existen plasmidos que emplean el promotor de este gen para
expresar proteinas heterélogas de interés. Asi, ademas de ser fuente de carbono para P.
methanolica, el metanol es un inductor (por medio del gen AUG1) para la produccion de
altos niveles de alguna proteina de interés (produccion de 10 a 100 veces mas proteina

en comparacion con Saccharomyces) (Invitrogen, 2001).
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Se ha reportado el empleo de Pichia en la produccion de la enzima lacasa, glucoamilasa,
glutamato descarboxilasa humana, la leptina humana, antigeno de superficie de la
hepatitis B, factor de crecimiento epidérmico, invertasa, b-galactosidasa, al-antitripsina,
endostatina, etc, asi como su potencialidad como fuente de proteina unicelular (Cereghino
y Cregg, 2000, Cornabe et.al 2002, Gellisen, 2000, Faber et. al., 1995).

Adicionalmente, la alcohol oxidasa, es una enzima de particular interés como herramienta
biotecnoldgica debido a su relativa no especificidad y porque es estable bajo un amplio
rango de condiciones. Entre los usos potenciales de esta enzima se encuentran:
cuantificacion de alcohol, para esterilizacién (a través de la liberacion de formaldehido) de
materiales sensibles al calor o la radiacion, para la produccién de saborizantes y como

parte de un sistema de recuperacion de etanol (Duff y Murray, 1988)

1.6 JUSTIFICACION.
Puesto que:
La biofiltracion es una tecnologia limpia y econémica en el tratamiento de COV’s.
El metanol es un COV contaminante y
P. methanolica es un microorganismo especializado en el consumo de metanol,
se plantea el presente trabajo de investigacion que tiene por finalidad evaluar la
capacidad de eliminacion del metanol en un biofiltro inoculado con un cultivo puro de P.
methanolica generando altas densidades celulares. A la par, este proyecto permitira
explorar la posibilidad futura de transformar este microorganismo para producir una

proteina heteréloga de interés.
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2. OBJETIVOS.

21 OBJETIVO GENERAL.
Evaluar la capacidad de la levadura Pichia methanolica para eliminar el metanol mediante

biofiltracién y generar en el sistema altas densidades celulares.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES.
2.2.1 Obtener pardmetros de crecimiento y consumo de metanol por P. methanolica en
medio liquido como son:
- Velocidad de crecimiento (Mhay).
- Rendimiento de conversion de sustrato en biomasa (Yys), velocidad especifica
de consumo de metanol (gs) y respiracion enddgena.
- Efecto de la concentracion de metanol y pH en el consumo de metanol por P.
methanolica.
2.2.2 Evaluar la capacidad de consumo de metanol por P. methanolica en un biofiltro.
- Evaluar la capacidad méaxima de eliminacion de metanol.
- Obtener altas densidades celulares.
- Evaluar la influencia del soporte y de las condiciones de alimentacion del
reactor.
- Evaluar la influencia de la adicion de agua, medio mineral y del mezclado en el
comportamiento del biofiltro.
- Limitar la presencia de microorganismos contaminantes mediante la

concentracion de metanol y el pH en el biofiltro.
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3. MATERIAL Y METODOS.

3.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Se usaron dos cepas de la levadura Pichia methanolica denominadas PMAD11 vy
PMAD16 (Invitrogen 2003). Ambas provienen de una cepa CBS6515 (ATCC 58372). La
levadura PMAD16, resultado de la mutacion de la cepa PMAD11, es una levadura
deficiente de proteinasaA y proteinasaB por lo que es recomendable para la expresion
intracelular de proteinas heter6logas mientras que la cepa PMAD11 se prefiere cuando la

proteina a expresar es extracelular.

3.2 MEDIOS DE CULTIVO.
Medio de mantenimiento e in6culo.
En ambos casos, el medio empleado fue el Yeast Peptone and Dextrose (YPD)

(Invitrogen 2003) cuya composicion se muestra en la tabla 3.1

Tabla 3.1 Composicién del medio de mantenimiento e indculo.

Compuesto Medio de mantenimiento (%) | Medio de inéculo (%)
Extracto de levadura 1 1
Peptona de caseina 2 2
Dextrosa 2 2
Agar 2 -

Los medios se esterilizaron en autoclave a 121°C por 15 minutos. La solucion de dextrosa
se debia esterilizar por separado y una vez frios los compuestos se mezclaban.

Medios minerales para el cultivo.

Se usaron dos medios minerales y en ambos casos, el metanol fue la fuente de carbono.

Uno de los medios minerales empleado fue el propuesto por Cornabé et.al. (2001) (MM)
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Composicién en g/L: K;HPOy,, 1.74; (NH,),S0,4, 3; CaCl, 2H,0, 0.051; MgSO, 7H,0, 0.246;
FeSO, 7H,0, 0.069; ZnSO, 7H,0, 0.043; MnSO,4 H,O, 0.0277; CuSO,
5H,0, 0.112. El medio se esteriliz6 a 121°C por 15 min.

El segundo medio mineral empleado fue el Yeast Nitrogen Base w/o Amino Acids (YNB)
de Difco, concentracion de 6.7 g/L y pH final 5.4 + 0.2 a 25°C (The Difco Manual, 2002).

El medio se esterilizé a 121°C por 15 min. (no por filtracién como lo marca el proveedor).
Durante los experimentos de biofiltracibn se empleo medio YNB 5 veces concentrado

(33.5 g/L).

3.3 INOCULO.

La levadura se almacend en el medio de mantenimiento en tubos inclinados a 4°C. Cada
3 a 4 meses se realizaron resiembras en medio fresco.

Para las fermentaciones en medio liquido primero se reactivaba creciéndola en YPD, en
matraces Erlenmeyer de 250 mL con tapones de algoddn con un volumen util de 100 mL,
durante 20 horas. Después, con este medio se inoculaba el medio YNB (matraz
Erlenmeyer de 500 mL, vol. Gtil de 200 mL) con una tasa de in6culo 5% v/v adicionando
metanol, 368.7 mmol/L, e incubando por unas 40 horas (fase exponencial de la levadura).
Para poder usar esta biomasa como inoculo, debia lavarse primero con solucién salina
isotonica estéril (NaCl 9 g/L) 3 veces.

Para los experimentos de microcosmos y oximetria la levadura se crecié como se explicd
pero la biomasa proveniente del medio YPD se lavé con solucion salina estéril (NaCl 9
g/L) 3 veces para después inocular el medio YNB. El lavado tiene por objeto eliminar
azucares residuales.

Para inocular las columnas de biofiltracion se empleé levadura crecida en YPD.

El proceso de incubacion fue en todos los casos a 30°C y 200 r.p.m.
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3.4 FERMENTACION DE MEDIO LIQUIDO.

Para determinar la velocidad maxima de crecimiento de P. methanolica, se realizaron
fermentaciones en medio liquido. Se emplearon matraces nefelométricos de 500 mL con
un volumen til de 200 mL de medio mineral y con tapones de algodon. Se inocul6 con un
volumen tal que al tiempo inicial la biomasa fuera de 1x10’ células/mL lo que equivale a
una D.O de 0.107. Para ello se hicieron conteos previos del in6culo. Se conté ademas con
un blanco en el cual la biomasa se substituyé por agua destilada estéril. La concentracion
inicial de metanol fue de 369 mmol/L (11.8 g/L) la cual se definié con base en la literatura
(Duff y Murray 1988, Hoop et. al. 1991, Klaus 1996, d”Anjou y Daugulis, 1997, Zhang et.
al. 2000, Cornabe et al. 2002, Mayson et. al. 2003, Trinh et. al. 2003).

El seguimiento de la fermentacion se realizé: a) por densidad 6ptica tomando lecturas
cada 2 horas, b) por conteo celular cada 2 horas y c) por peso seco cada 24 horas.
Cuando se observaba que se detenia el crecimiento de la levadura (la lectura de densidad
Optica se estabilizaba), se adicionaba metanol al medio para asegurar que no habia una

limitacion por fuente de carbono. El experimento se realiz6 por duplicado.

3.5 OXIMETRIA.

Para determinar las condiciones de concentracion de metanol y pH que permiten un
mayor consumo de metanol asi como aquellas que resultan inhibitorias se realizaron
experimentos de oximetria. Se realizaron en un monitor de oxigeno bioldgico YSI modelo
5300 con un electrodo de Clark. El equipo mide el consumo de oxigeno que, en medio

liquido, realizan sistemas biologicos. La técnica al detalle se presenta en el anexo 7.1.
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3.5.1 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE METANOL EN EL CONSUMO DE
OXIGENO.

Se probaron concentraciones de metanol desde 123 mmol/L hasta 1475 mmol/L con
incrementos de 123 mmol/L. La concentracion exacta de metanol en las soluciones se
verificd por cromatografia de gases.

La biomasa se resuspendid en una solucién a pH 3.5 y a la concentracion de metanol a
evaluar. En estas condiciones las levaduras se dejaron por 45 a 60 minutos para su
adaptacion. La biomasa asi tratada se emple6 para medir el consumo de oxigeno en el
oximetro. Se conté con un blanco (sin metanol) que permiti6 evaluar la respiracion
enddgena de la biomasa. Cada corrida tenia una duracion de 20 a 30 minutos. Todas las

determinaciones se realizaron por duplicado.

3.5.2 EFECTO DEL pH EN EL CONSUMO DE METANOL.

Se prepararon 8 soluciones de buffer de fosfatos de pH 2, 3, 3.5 ,4.2 y 5 como se muestra

en la tabla 3.2

Tabla 3.2 Buffer de fosfatos empleados en oximetria

pH HsPO, (ML/L) | KH,PO, (g/L) | Na,HPO, (g/L)
2 0.49 5.44 -

3.02 0.27 5.44 -

3.47 0.1 5.44 -

4.18 - 5.44 -

5.05 - 5.168 0.09

Las células se resuspendian en cada una de estas soluciones y se les adicionaba metanol
para alcanzar una concentracion de 368.7 mmol/L. En estas condiciones la biomasa

permanecia de 45-60 minutos en un proceso de adaptacion.
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Ademas de las muestras asi preparadas, se monitoreaba el consumo de oxigeno en un
blanco a pH 3.5 (sin metanol) para determinar la respiracion endégena. Las lecturas se

realizaron por duplicado.

3.6 MICROCOSMOS.

Para evaluar el consumo de metanol y oxigeno asi como la produccion de CO, en medio
liquido por P. methanolica se hicieron experimentos en microcosmos. Se emplearon
botellitas serolégicas de aproximadamente 125 mL tapadas herméticamente con vélvulas
Mininert donde el volumen de la fase liquida fue de 5mL (Figura 3.1). El volumen exacto
de cada botella se evalu6 tomando el peso de la botella llena de agua destilada y

restandole el peso de la botella vacia.

Fig. 3.1 Sistema de microcosmos.

La forma como se armé cada experimento se muestra en la tabla 3.3. Se us6 YNB, NaCl
9 g/L, metanol 369 mmol/L y una tasa de in6culo de 2% (la biomasa se cuantifico por peso
seco). Las botellas se armaron en condiciones estériles y se incubaron a 30°C y 200

r.p.m. Los experimentos se realizaron por duplicado.
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Tabla 3.3 Experimentos en microcosmos

Parametro a determinar Condicién

Velocidad especifica de consumo de | YNB + metanol + inéculo

metanol (gs) y rendimiento Yys

Coeficiente de mantenimiento NaCl + metanol + in6culo
Respiraciéon endégena YNB + inéculo
Blanco YNB + metanol

Se monitoreé el consumo de oxigeno y metanol asi como la produccion de bioxido de
carbono por cromatografia de gases cada 12 6 24 horas. Una vez que se detectaban
concentraciones bajas de oxigeno, que podrian ser limitantes para el proceso, se
procedia a renovar el aire del microcosmos para lo cual se abria y deja airear la botella en
una campana de flujo laminar por 30-45 minutos. Después de este periodo la botella se
cerraba y se le volvia adicionar metanol para alcanzar la concentracion inicial (369
mmol/L). Asi se pudo evaluar el metanol, O, y CO, en ciclos consecutivos y ver la

repetibilidad de los mismos.

3.7 EXPERIMENTOS DE BIOFILTRACION.
3.7.1 CARACTERIZACION DE LOS SOPORTES.
Los materiales empleados como soporte fueron la perlita y el bagazo de cafa. La
caracterizacion consistio en:

Tamafo de particula. Para la perlita se emple6 un tamiz de 2.36 - 4.76 mm. El
bagazo de cafia se tamiz6 con malla de 1 - 4-76 mm. Se lavé con abundante agua

destilada y se secd a 100°C por 24 horas. Ambos soportes se esterilizaron, a 121°C por

15 minutos, para su uso en biofiltro.
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Densidad aparente. Para hacer esta determinacion se emple6 una probeta seca
de 250 mL (Vp) la cual se pesod (Pp), se llené de soporte seco a la marca y se volvio a

pesar (Pp:s). La densidad aparente (I aparente) S€ determind mediante la formula:

' aparente=M>en>g/ mL
Ve
Densidad del soporte himedo. Se empled una probeta seca de 250 mL (Vp) de
peso conocido (Pp) y se llen6é de soporte seco. Se adicion6 agua a la probeta y se tapo.
Se dejo asi por un dia y al siguiente se permitié que drenara el agua en exceso, de modo

qgue solo quedara el soporte saturado de agua, se peso (Ppishimedo). La fOrmula para

determinar la densidad del soporte humedo es:

r

Poverr =P
soportexhlimedo= ——+Shimedo " P

P sen>g/mL
P

Capacidad maxima de retencion de agua 6 humedad de saturacion (CRA). Se

parte de los pesos obtenidos anteriormente y se aplica la siguiente férmula:

- PP)' (PP+SSSCO - PP)
PP

Ps.
CRA=( S x100 xen%

+Shomedo P

3.7.2 SISTEMA EXPERIMENTAL.

Un esquema del sistema experimental se muestra en la figura 3.2. La temperatura en el
sistema fue de 30 + 2°C. Las columnas de biofiltracion empleadas fueron de vidrio de un
diametro interno de 4.5 cm y una altura de 14.5 cm; el volumen total fue de 0.23L vy el
volumen de trabajo de 0.2L. En la siguiente etapa de escalamiento, las dimensiones de la
columna fueron 7.5 cm de diametro interno y 32 cm de altura por lo que el volumen total

era de 1.4L sin embargo el volumen de trabajo fue de 1.1L.
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Las condiciones iniciales fueron: biomasa, 1x10" células /Gsoporte seco 10 que equivale a

0.419 mgb|0masa/ gsoporte seco (en eI CaSO de bagaZO de Caﬁa) y de 0.364 mgbmmasa/ gsoporte seco

(si el soporte es perlita). La humedad del sistema se controlé al 66-67% (seccion 4.6.1)

adicionando el inodculo y medio YNB (33.5 g/L) necesario. Asi, al inicio en la columna con

bagazo de cafa habia 35.4 g de agua y en la empacada con perlita 42.9 g. Para montar

las columnas se emplearon soportes, YNB y agua esterilizados a 121°C por 15 minutos.

Sin embargo, no se esteriliz el aire de alimentacion.

Los experimentos se realizaron por duplicado a excepcion del escalamiento.

Entrada de aire

-

Vélvula de aguja

A

Medidor y controlador de
flujo. 0-0.3 m?/h

| Ll

Camara dejmezclado

S :OQ 00 =
0 o = 0 09 o= Puertos de
o ©° ) alimentacion
® o C)o — 0 00 [ON0 mm}
+» | oo =% ¢ © =
{o)Ne) @ )
Humidificador 0

———» Aire Tratado

Camara de temperatura
controlada. Biofiltro

Medidor de flujo.
o 0-0.006 m3/h
"L

% o° .
8 Ventilador
[¢]
°Y o
Metanol
Parrilla de
calentamiento

&

Fig. 3.2 Esquema del sistema experimental.

Al tiempo inicial se determiné el pH (mediante un potenciometro Conductronic pH 20) para

lo cual a 1g del soporte inoculado se le adicionaba 5 mL de agua destilada y después se

media el pH.
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Cuando se requirid hacer una evaluacién del pH, biomasa y humedad tanto en etapas
intermedias como al final de los experimentos de biofiltracién, se desmontaba la columna,
se mezclaba el soporte y se tomaba una muestra homogénea. Todo en condiciones
estériles.

En los experimentos en que se evalud la influencia de la adicion de agua y/o medio YNB
con o sin del mezclado, adicibn con mezclado se refiere a que la columna se
desempacaba, se adicionaba el liquido, se homogeneizaba perfectamente y se volvia a
empacar. Adicion sin mezclado significa que sélo se destapa la columna y, por la parte
superior, se afiadia el medio YNB y/o agua necesaria evitando el drenado del liquido. En
ambos casos el volumen adicionado fue entre 12 — 15 mL por columna, todo bajo
condiciones estériles. En algunos casos se evaluo la adicion periddica de medio YNB o
agua (sin mezclado). Esto se realizé en condiciones estériles y el volumen adicionado fue
normalmente de 5 mL por columna.

A lo largo de los experimentos, se fue monitoreando diariamente la concentracion de
metanol a la entrada y salida, la produccién de CO, y la generacién de intermediarios
volatiles mediante cromatografia de gases. La entrada se monitoreaba tomando una
muestra directamente de la corriente de alimentacion. La salida se monitoreaba tomando
una muestra en un bulbo de vidrio de 0.5L, el cual se conecta a la corriente de salida por
20 a 30 minutos para garantizar una muestra representativa del sistema.

Los datos de las fases gaseosas eran traducidos, finalmente, en carga (L), eficiencia de

remocién (ER) y/o capacidad de eliminacion (CE) mediante las siguientes formulas:

L - (CO)(F) xen ygmetanol
\Y; m°h

ER = %xloo xen >
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CE = (CO " Cf )F xen ygmetanol
V m°h

donde: C.: Concentracion a la entrada (g/m°)
Cr. Concentracion a la salida (g/m?®)
F: Flujo de alimentacion (m®/h)

V: Volumen de empaque (m°)

3.8 ISOTERMAS DE ADSORCION DEL METANOL.

Se determiné la distribucion, en el equilibrio, del metanol en sistemas liquido/ gas y
liquido+sdlido/ gas. Aunque en el primero se presentan un fenomeno de absorcion y en el
segundo de absorcién y adsorcion, en adelante la distribucion del metanol en ambos
sistemas se referir4 s6lo como adsorcion (isotermas de adsorcion).

El experimento se hizo en condiciones abidticas y por duplicado en botellas serologicas
de 125 mL tapadas herméticamente con véalvulas Mininert. Se evalud la distribucion del
metanol en 5 sistemas:

1.- Agua desionizada/ gas

2.- Medio YNB 1.34 g/L / gas

3.- Medio YNB 6.7 g/L / gas

4.- Perlita + medio YNB 6.7 g/L / gas

5.- Bagazo de cafia + medio YNB 6.7 g/L / gas

En los primeros 3 sistemas el volumen de la fase liquida fue de 10 mL.

En los soportes, el volumen ocupado por la fase liquida+solida se estimé de dos maneras:
a) considerando la densidad real de los soportes (I real perita: 1.64 9/ML Y I real bagazo: 1
g/mL) y su CRA (tabla 4.8). Asi, se determiné que el volumen ocupado fue de 3.05 mL
para la perlita y de 2.9 mL para el bagazo. A partir de estos datos y las lecturas de

metanol se obtuvieron las isotermas de adsorcion. La razon de emplear la densidad real
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de los soportes es que este parametro no depende del grado de compactacion ni del
tamafio de particula del soporte.

b) partiendo de los valores de densidad del soporte humedo y de la CRA (tabla 4.8).
Con ellos, se determiné que el volumen ocupado fue de 10 mL en ambos casos. La
distribucion del metanol en estos casos permitio estimar, en los experimentos de
biofiltracién, la concentracion del metanol en la fase liquido + sélido, a partir de
mediciones en la fase gaseosa.

Para cada sistema se evaluaron 3 concentraciones de metanol que fueron 246, 369 y 615
mmol/L (10, 15 y 25 mL/L) las cuales se alcanzaron, para cada caso, mediante la adicion
subsecuente de metanol en las botellas. Una vez armados los sistemas en condiciones
estériles para evitar contaminacion microbiana, se incubaron a 30°C y 200 r.p.m. por 2
horas. En cada caso se determing la concentracion de metanol en la fase gaseosa y en
los casos que lo permitian, el metanol en fase liquida, todo mediante cromatografia de

gases.

3.9 METODOS ANALITICOS.
3.9.1 DETERMINACION DE BIOMASA.

La determinacion de biomasa en medio liquido se hizo por peso seco, conteo celular y
densidad o6ptica. En los biofiltros se hacian conteos celulares los cuales se reportaban

MQ/Jsoporte seco €Mpleando la correlacion presentada en la fig 4.3 y 1a I aparente del soporte.

3.9.11 CONTEO EN CAMARA DE NEUBAUER.

1) Se toma una alicuota representativa de la muestra, se le adiciona un volumen

conocido de agua y se sonica en un equipo Branson Ultrasonics 3200 por 15 minutos
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2)

3)

para deshacer los agregados de levaduras y, en el caso de muestras de biofiltro,
desprender la biomasa del soporte.

Después de una dilucién adecuada, con una pipeta Pasteur se coloca una muestra de
esta solucion en la cAmara de Neubauer y se observa al microscopio con el objetivo
de 40X. Un numero de levaduras por cuadro mayor de 30 o menor de 5 es un
indicativo de que la dilucién no es la correcta.

Se realiza el conteo al microscopio de 13 cuadros de la camara elegidos de manera
alternada. Se determina el nimero de células por mililitro empleando la siguiente
formula.

No:>de>celulas _ Numero:total >de>células,
mL NUmero > de > cuadros

25x% xfactor xdexdilucion X X~ 10*

El factor 1x10* se obtiene de considerar que el volumen de muestra que se pone en la
camara Neubauer es de 0.1 microlitros, es decir, 1x10™* mL. Asi, para referenciar el

conteo de células a mililitros, se debe multlipicar por 1x10*.

En el caso de la determinacion de biomasa en muestras de biofiltro, primero se hace un

conteo celular y la biomasa se reportaba como mMg/gsoporte seco €Mpleando la relacion

biomasa (g/L)= 6.99x10°(cel/mL)+3.07x10* presentada en la fig 4.3 y la I aparene del

soporte.

3.9.1.2 PESO SECO.

1)

Se pone el papel filtro a peso constante. Se usan filtros membrana Durapore® tipo
HVLP de 0.45 mm de Millipore (USA), los cuales se dejan en la estufa a 100°C por 24
horas. Después de este plazo, los papeles se sacan de la estufa y se ponen en un
desecador por 10-15 minutos para que se enfrien. Se procede a pesarlos en una

balanza analitica Ohaus modelo Galaxy™160.
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2) Se filtra la muestra liquida (5 - 20 mL) al vacio empleando el papel filtro del paso
anterior.

3) Se seca la muestra en la estufa a 100°C por 24 horas.
La biomasa se reporta en gramos por litro.

Biomasa g _ (9papel><ﬂ|tro>so|0 + muestra)- (gpap o xmtmmm)
L Vol xmuestra(L)

3.9.1.3 DENSIDAD OPTICA.

La densidad Optica se evalué en un espectrometro Spectronic 20D (Milton Roy Company)
a una longitud de onda de 600 nm. Siempre se cont6 con un blanco trabajado en la misma
forma que la muestra con la diferencia que en el primero se substituy6é el volumen de
biomasa del problema con agua destilada. En caso de que la densidad superara el valor

de 0.6 se hacen diluciones.

3.9.2 DETERMINACION DE METANOL

El metanol gaseoso en todos los experimentos a excepcion de los de biofiltracion, se
determiné en un cromatografo de gases con detector de ionizacién de flama modelo
Hewlett Packard 5890 equipado con una columna de metil silicon de 30m de largo x
0.25nm de pelicula y diametro interno 0.32mm (Quadrex Corporation). El gas acarreador
fue nitrégeno (1.8 mL/min). Las condiciones de operacion fueron: temperatura de
inyeccién 180°C, temperatura del horno 40°C y temperatura del detector 190°C.

En los experimentos de biofiltracién, la determinacion de metanol se realizé en un
cromatégrafo de Agilent Technologies 6890N con detector de ionizacion de flama
equipado con una columna AT™-WAX de 25m de largo x 0.25 mm de diametro interno x

0.2 mm de pelicula. Las temperaturas de operacion fueron: inyector 160°C, columna 65°C
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y detector 250°C. El volumen de inyeccion en ambos casos fue de 250 niL para lo cual se
uso una jeringa de gases Hamilton de 1mL.

Cuando se requiri6 determinar metanol en fase liquida se empled un estandar interno el
cual fue una solucién de isopropanol (15mL/L). Este se mezclé en relacion 1:1 con la
muestra problema. Volumenes entre 0.1 y 0.2 niL se inyectaban en el cromatdgrafo.

Los datos de &rea proporcionados por el cromatografo, se traducen en concentracion de

metanol mediante el uso de curvas patron (anexo 7.3).

3.9.3 DETERMINACION DE CO, Y O,

Se empled, en todos los casos a excepcion de la biofiltracion, un cromatégrafo de gases
Gow-Mac Series 550 con detector de conductividad térmica equipado con una columna
concéntrica CTR1 (Alltech) teniendo como gas acarreador helio (65 mL/min) y al nitrégeno
del aire como estandar interno (78.9%). Las condiciones de operacion fueron: temperatura
de inyecciéon 30°C, temperatura del horno 40°C y temperatura del detector 150°C. La
corriente fue de 100 mA.

Para los experimentos en biofiltro se uso el cromatografo de Agilent Technologies 6890N
con detector de conductividad térmica. Se us6 una columna Porapak Q 80/100 de 6 pies
de largo por 1/8"" de diametro interno. Las temperaturas de operacion fueron: 160°C en el
inyector, 65°C en el horno y 200°C en el detector. Se uso nitrdgeno como gas acarreador.
El volumen de inyeccion fue 250 ni. La obtencion de factores de conversion
(cromatégrafo Gow-Mac Series 550) o curva de calibracion (cromatégrafo Agilent

Technologies 6890N) se muestra en el anexo 7.4
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.

El desarrollo del trabajo experimental se dividié en dos fases.

En una primera etapa, se determinaron los pardmetros de crecimiento y consumo de
metanol en medio liquido por P. methanolica, asi como la influencia de la concentracién
de metanol y el pH en la velocidad de consumo de oxigeno.

En la segunda etapa, se evalu6 el comportamiento de P. methanolica cultivada en un
sistema de biofiltraciébn con particular interés en la influencia de los fendmenos de
secado (y por consiguiente de la humidificacién) asi como del medio mineral sobre el

proceso.

41 ISOTERMAS DE ADSORCION DEL METANOL.

Se determind la isoterma de adsorcion del metanol en sistemas liquido/ gas y
sélido+liquido/ gas. El metanol en fase liquida es el metanol disponible para ser
consumido por la levadura ya que esta crece en medio liquido.

Las isotermas de adsorcion y los coeficientes de particion se muestran en la figura 4.1y
tabla 4.1

El coeficiente de particibn experimental en el agua desionizada fue de 3812.7
(9/M?)agual(@/M®)gas evaluada a 0.77 atm y 30°C. Rafson (1998) reporta, para este
parametro, un valor de 4784.7 (9/M%)aqua/(9/M)gs @ 1 atm y 30°C. La diferencia
cuantitativa entre ambos valores seguramente se debe a que la presion en el sistema
experimental no es la misma.

Los coeficientes de particion del metanol en los sistemas medio YNB (1.34 g/L) /gas y
medio YNB (6.7 g/L) /gas, no presentan una diferencia significativa respecto al obtenido
en el sistema agua desionizada/metanol, lo que indica que la adicién de sales (a baja

concentracion) no modifica la particion del metanol entre la fase liquida y la gaseosa.
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Fig. 4.1 Isotermas de adsorcion de metanaol.

Tabla 4.1 Coeficientes de particion.

L Coeficiente de particion
Condicion. 3 3
[(g/m )qu. o lig.+sélido /(g/m )aire]
Agua desionizada/ gas 3812.7
Medio YNB 1.34 g/L / gas 3919.0
Medio YNB 6.7 g/L / gas 3898.2
Perlita + medio YNB 6.7 g/L / gas 4854.9
Bagazo de cafia + medio YNB 6.7 g/L / gas 4158.9

En todos los casos r* > 0.99

Los coeficientes de particion en los sistemas soélido + liquido son superiores a los
determinados en medio liquido, debido seguramente a que en estos sistemas se
presentan simultdneamente fendmenos de absorcion y adsorcion.

Adicionalmente, considerando la densidad del soporte humedo y la CRA (seccion 3.8)
se determind para cada soporte un coeficiente de particion. La importancia de evaluar

estos coeficientes radica en la posibilidad de estimar, en los experimentos de

42



Resultados y discusion.

biofiltracion, la concentracion de metanol en la fase liquida + soporte una vez
cuantificada la concentracion del metanol en la fase gaseosa. El valor de los
coeficientes es: 1423.2 (9/mM)iquido + soporte/(9/M>)aire para la perlita y 1165.2 (9/m*)iquido +
Soporte/(g/mg’)aire para el bagazo de cafia. La razén de que estos coeficientes sean tan
distintos a los presentados en la tabla 4.1 se debe a que en los primeros, al considerar
la densidad del soporte humedo, se considera el grado de compactacion y de tamafio

de particula del soporte.

4.2 CINETICAS DE CRECIMIENTO Y OBTENCION DE pmax-

La evaluacién del crecimiento de P. methanolica en medio liquido se realizd
normalmente por densidad Optica (D.O). Ademas, se realiz6 una cinética en la que a la
par de medir por D.O se hicieron mediciones de peso seco y conteos celulares lo que
permiti6 establecer una correlacion entre cada pardmetro. La finalidad de contar con
esta informacion, fue la de poder realizar estimaciones de la biomasa presente en los
experimentos de biofiltracion partiendo de conteos celulares ¢ lecturas de densidad
oOptica (ver fig. 4.2 y 4.3).

Invitrogen (2003) reporta que para P. methanolica, una densidad 6ptica de 1 equivale a
aproximadamente 5x10’ células/mL. Empleando las correlaciones de las figuras 4.2 y
4.3 se obtiene que una densidad Optica de 1 equivale a 4.5x10’células/mL. De esta

forma se validan las correlaciones obtenidas.

43



Resultados y discusion.

0.6 -
T 05 y=0.277x+ 0.068
=) R®=0.974
3 0.4
()
(%]
(@)
S 0.3
o
©
@ 0.2 -
£
§e
0 0.1

O ‘ T T T T T T T 1
0 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5 1.75 2
D.O
Fig. 4.2 Correlacién biomasa (g/L) vs. D.O
0.6 -
y=6.99E-09x + 3.07E-02
0.5 - R*=0.959 .

Biomasa peso seco (g/L)

O ‘ T T T T

0.E+00 1.E+07 2.E+07 3.E+07 4.E+07 5.E+07 6.E+07 7.E+07 8.E+07

Conteo (células/mL)

Fig. 4.3 Correlacién biomasa (g/L) vs. conteo (células/mL).
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4.2.1 SELECCION DE LA CEPA.

Con el objeto de seleccionar una cepa (PMAD11 o PMAD16) para este proyecto, se

realizaron cinéticas de crecimiento en medio liquido. Puesto que en el proceso de

biofiltracién es importante contar con una gran cantidad de biomasa activa en el menor

tiempo, el criterio de seleccion fue la velocidad de crecimiento.

En la fig 4.4 se presenta la curva de crecimiento de ambas cepas. La concentracién

inicial de metanol fue de 369 mmol/L (11.8 g/L) definida con base en la literatura

(seccibén 3.4).

//.-.‘
Y o
[ |

,—"_.‘\\ ,

@ /."-—’ 4
-1 - PMAD11
- @ - PMAD16

30 40 50 60

Tiempo (h)

Fig. 4.4 Cinética de crecimiento de PMAD11 y PMAD16. (Metanoal inicial:369 mmol/L).

Al final de la cinética, la concentracion de biomasa estimada (correlacion figura 4.3) fue

de 0.71 g/L en el caso de la cepa PMAD11 y de 0.40 g/L para la cepa PMAD16.

La tasa de crecimiento de la cepa PMAD11 fue de 0.083h™ mientras que la de la cepa

PMAD16 fue de 0.063h™ por lo que se seleccioné la cepa PMAD11. Este resultado
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concuerda con lo reportado por Invitrogen (2003), que especifica que la cepa PMAD16

crece mas lentamente que la cepa PMAD11.

4.2.2 INFLUENCIA DEL MEDIO MINERAL EN LA TASA DE CRECIMIENTO.

Inicialmente se plante6 el empleo de dos medios minerales para el crecimiento de la
levadura: el medio MM y el YNB. Se realizaron cinéticas para determinar cual medio
favorecia el crecimiento de P. methanolica, con la cepa PMAD11 previamente
seleccionada (ver figura 4.5). A las 70 horas aproximadamente, se observd que la
biomasa formaba agregados (principalmente en el medio YNB) y se adheria a las
paredes del matraz lo cual impidid, en las siguientes mediciones, realizar una correcta

lectura de la D.O.

2 -
Em
g i
1.5 1 f
S 1 000 g
u o®
0.5 -
' .. ’ 4 =  YNB *
5 * MM
0 T T T T 1
0 20 40 60 T 80 100
Tiempo (h) Agregacion de la biomasa

Fig. 4.5. Efecto del medio mineral en el crecimiento de P. methanolica PMAD11 (metanol inicial:
369 mmol/L)
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A partir de los datos de D.O se calculé una velocidad especifica de crecimiento maxima
(Uma)- En medio YNB s fue de 0.079 h'' y en medio MM de 0.054 h™. Por lo tanto, a
partir de este momento, se determin6 emplear el medio YNB como medio mineral.

Al tiempo final, la biomasa (evaluada por peso seco) fue 0.87 g/L en YNB y 0.57 g/L en
MM, es decir, la produccion de biomasa en YNB fue 54% mayor que en MM.
Comparando los dos medios minerales se observa que el medio YNB es 66% mas rico
en nitrégeno que el medio MM lo que explica la mayor generacion de biomasa.

No se cuenta con reportes de la velocidad especifica de crecimiento de P. methanolica.
Sin embargo, la pnax Obtenida es comparable con la pnax de Pichia pastoris (una
levadura también metilotréfica crecida en lote con una concentracion de metanol de

65.6 mmol/L = 2.1 g/L) de la cual se reporta un valor de 0.0709 h™* (Zhang et. al., 2000)

4.3 EFECTO DE LA CONCENTRACION INICIAL DE METANOL EN EL
CONSUMO DE OXIGENO.
Con el fin de estudiar la influencia de la concentracién inicial de metanol sobre su
consumo asi como determinar las concentraciones inhibitorias para P. methanolica, se
realizaron experimentos de oximetria (ver seccion 3.5.1 y anexo 7.1).
El efecto de la concentracién inicial de metanol se evalud, de manera indirecta,
determinando el consumo de oxigeno por el microorganismo, suponiendo que el
consumo de oxigeno es un indicador del consumo de metanol y, considerando la
siguiente relacion estequiométrica de oxidacion completa del metanol:

CH3;OH + 3/2 O, ——» CO;+ 2H,0 (ec. 4.1)

En la fig 4.6, a modo de ejemplo, se presenta un gréfico de consumo de oxigeno a una
concentracion de 129 mmol/L (4.1 g/L) de metanol (para mayor detalle de la técnica y el

manejo de los datos ver anexo 7.1). Para cada concentracion de metanol probada se
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Fig. 4.6 Consumo de oxigeno por P. methanolica (metanol: 129 mmol/L= 4.1 g/L, pH 3.5).
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Fig. 4.7 Efecto de la concentracion de metanol en el consumo de oxigeno (pH 3.5).
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observaron perfiles similares y los datos obtenidos se ajustaron mediante el modelo de
Gompertz (anexo 7.2).

Se calcularon las velocidades méximas de consumo de oxigeno a varias
concentraciones de metanol (entre 129 y 1526 mmol/L ). Ver figura 4.7.

Como puede observarse, cuando la concentracion de metanol es de 129 mmol/L
(concentraciébn minima evaluada) se obtiene la velocidad méaxima de consumo de
oxigeno. Asumiendo que el consumo de oxigeno estd directamente relacionado al
consumo de metanol (ec. 4.1), a 129 mmol/L de metanol se obtiene la mayor velocidad
de consumo de este sustrato. Sin embargo, es posible que a concentraciones de
menores a 129 mmol/L se obtengan velocidades de consumo de oxigeno mayores
hasta alcanzar un punto critico y que, a concentraciones menores a este valor la
velocidad de consumo disminuya debido a una limitacién de sustrato. Por otro lado, a
medida que se incrementa la concentracién de metanol, la velocidad de consumo de
oxigeno disminuye, pero no llega a ser nula. Asi, a concentraciones de metanol entre
900 - 1526 mmol/L (28.8 — 48.8 g/L), no se observa una variacion significativa en la
velocidad de consumo de oxigeno siendo esta en promedio de 50 umol/ gpiomasa®Min.
Adicionalmente, los datos experimentales se ajustaron a un modelo de inhibiciéon por

sustrato (ec 4.2) (Bailey y Ollis, 1986):

\Y

— Vméx
t K%+%I (ec 4.2)

donde Vs velocidad méxima de consumo de oxigeno (Umol O3 / gpiomasa ® MiN)
S: concentracion de metanol (mmol/L)
K,: constante de inhibicion (mmol/L)

Ks: constante de disociacion (mmol/L)

suponiendo que S >> Kg, invirtiendo y reordenando la ec 4.2 se obtiene
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Fig. 4.8. Datos del efecto de la concentracion de metanol en el consumo de oxigeno ajustados a

un modelo de inhibicion por sustrato.

Basandose en la ec. 4.3 y el ajuste de la figura 4.8 se obtiene que K= 1079.9 mmol/L
(34.6 g/L) lo cual indica que a esta concentracién de metanol v= 1/2 V.

Es posible que no se observe un efecto inhibitorio en el consumo de O, a altas
concentraciones de metanol debido a que se consume metanol para el mantenimiento
de la levadura. Otra posibilidad es que se este oxidando algun otro sustrato como por
ejemplo el glucdgeno, el carbohidrato de reserva de las levaduras con el mismo fin
(Rose y Harrison, 1974). Pero, como se demuestra mas tarde (seccion 4.5.3 coeficiente
de respiracion enddgena), la presencia de moléculas de reserva en P. methanolica es
limitada descartando tal posibilidad. Aunque es posible que haya un consumo de

oxigeno debido a la oxidacién quimica del metanol, experimentalmente se establecio
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una metodologia para que el metanol no interfiriera en la cuantificacién del consumo de
oxigeno por P. methanolica durante los experimentos (anexo 7.1).

El resultado a altas concentraciones de metanol es sorprendente porque en la literatura
se reportan, como concentraciones tipicas para el cultivo de Pichia, valores entre 100 a
492 mmol/L (3.2 a 15.7 g/L) (Hoop et. al., 1991, Klaus 1996, d"Anjou y Daugulis, 1997,
Mayson et. al. 2003, Trinh et. al., 2003). Entre las referencias del cultivo de Pichia a
altas concentraciones se encuentra el trabajo de Duff y Murray (1988) quienes
realizaron fermentaciones en lote con concentraciones de metanol que variaron desde
312.5 hasta 1562.5 mmol/L (10 - 50 g/L) para probar el efecto de la concentracion de
metanol en el crecimiento y en la actividad de la enzima alcohol oxidasa de P. pastoris.
Como resultado la levadura fue capaz de metabolizar completamente el metanol
solamente cuando la concentracion fue de 312.5 y 625 mmol/L (10 y 20 g/L). En
concentraciones mayores (937.5-1562.5 mmol/L = 30-50 g/L), la levadura solo fue
capaz de metabolizar entre el 76 al 68% del metanol inicial. Respecto a la actividad de
la enzima alcohol oxidasa (AO) se observé una reduccion (hasta del 36%) en su
actividad conforme la concentracion de metanol se incrementaba. Por su parte, Zhang
et. al. (2000) evaluaron la velocidad especifica de crecimiento de P. pastoris en
concentraciones de metanol entre 62.5 a 937.5 mmol/L (2 a 30 g/L) encontrando que la
velocidad de crecimiento maximo se alcanza cuando la concentracion de metanol es de
114.06 mmol/L (3.6 g/L) (concentracion critica), es decir, a concentraciones superiores
se observé una disminucion en la velocidad de crecimiento de la levadura, sin que esta
llegase a ser nula.

Los resultados experimentales junto con lo reportado en la literatura, indican que, a
concentraciones de metanol bajas (129 mmol/L e incluso menores), la velocidad de
consumo de oxigeno es maxima debido a una alta actividad de la enzima AO (Duff y

Murray, 1988) lo que se ve reflejado en maximas velocidades de crecimiento (Zhang et.
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al. 2000). A concentraciones superiores (300 - 900 mmol/L) se presenta una
disminucion en la velocidad de consumo de oxigeno que podria deberse a una
disminucion en la actividad de la AO (Duff y Murray, 1988). Cuando la concentracion de
metanol es mayor a 900 mmol/L, la velocidad de consumo de oxigeno es casi
constante, debido tal vez, a que la actividad de la enzima AO es afectada, aunque no
inhibida, por la concentracion de metanol (Duff y Murray, 1988). También, es posible
gue a altas concentraciones de metanol, sélo se consuma el sustrato (metanol o
glucégeno) necesario para mantener la estructura celular y hacer frente al gradiente de
concentraciones presente (energia de mantenimiento). Finalmente, es importante
remarcar que P. methanolica es un microorganismo capaz de soportar un amplio rango
de concentraciones de metanol.

Recordando que el objetivo es trabajar en un sistema de biofiltracion y que, en un
biofiltro es dificil mantener condiciones de esterilidad (sobre todo a gran escala), uno de
los métodos para limitar la presencia de microorganismos contaminantes es trabajar en
concentraciones de metanol lo suficientemente altas para inhibir la contaminacién
bacteriana. Un intervalo tentativo de concentraciones podria ser, con base en los
resultados de Zhang et. al (2000) y los presentados en el grafico 4.7, de entre 100 a 400

mmol/L (3.2 a 12.8 g/L).

4.4 EFECTO DEL pH EN EL CONSUMO DE OXIGENO EN MEDIO LIQUIDO.
Mediante experimentos de oximetria se evalu6 el efecto del pH en la velocidad de
consumo de oxigeno por parte de P. methanolica como medida indirecta del consumo
de metanol (seccion 3.5.2), basandose en la estequiometria presentada en la ec. 4.1.
Se obtuvieron perfiles de consumo de oxigeno analogos al presentado en la figura 4.6 y
se calculd la velocidad méxima de consumo de oxigeno a cada pH, aplicando el modelo

de Gompertz (anexo 7.2, fig 4.9).
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Fig. 4.9 Efecto del pH en el consumo de oxigeno. ([metanol]: 369 mmol/L = 11.8 g/L)

Puesto que el pH no tiene un efecto significativo sobre el consumo de metanol, trabajar
a pH’s bajos puede ser una buena estrategia para limitar la presencia de contaminacion
bacteriana ya que estos microorganismos crecen a pH’s de 5-8 en tanto que Pichia

crece a pH’'s entre 3 a 6.5 (Klaus 1996).

45 OBTENCION DE PARAMETROS CINETICOS DE CONSUMO DE

METANOL Y RENDIMIENTO Yyss.
La velocidad especifica de consumo de sustrato (gs) es un parametro independiente de
la concentracion de células que describe la efectividad de las mismas en la utilizacién
de la fuente de carbono y, considerando que cuando la levadura esta en fase de
crecimiento el sustrato consumido se orienta a la produccion de biomasa, est4 definida

por:
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q :L.{_ m
S Y)V
S (ec. 4.4)

donde:

gs: velocidad especifica de consumo de sustrato (Gmetanol / Gviomasa®h)

u: velocidad especifica de crecimiento (h™)

Yyxs: rendimiento de conversion del sustrato en biomasa (Qoiomasa/ Imetanol)-

m: coeficiente de mantenimiento (9metanol / Iviomasa®h)

La razon de evaluar los pardmetros de la ec. 4.4 es:

gs: es un indicador de la capacidad de P. methanolica para consumir el metanol y
permite estimar la capacidad de remocién de este contaminante en un sistema de
biofiltracion,

Yys: puesto que dentro de los objetivos se plante6 obtener una alta densidad celular,
resulta importante el evaluar el coeficiente de conversion de metanol en biomasa y,

m: debido a que en un biofiltro, es comin que haya limitacion de algun nutriente o
incluso de la fuente de carbono.

Adicionalmente se determind el coeficiente de respiracion enddégena para evaluar si la
levadura cuenta con algun material de reserva que pueda consumir en ausencia de

metanol.

45.1 VELOCIDAD ESPECIFICA DE CONSUMO DE METANOL (gs) Y
RENDIMIENTO Yyss.

El parametro qs se evalué en un ambiente cerrado (microcosmos), con medio mineral
YNB y metanol (ver tabla 3.3) siguiendo a lo largo del tiempo la evolucién del metanol,

0O,y CO; (figura 4.10).
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Fig. 4.10. Consumo de O,, metanol y produccion de CO,. Condiciones: YNB + metanol + indculo.

Se observa que el primer ciclo es el mas largo debido a que hay una etapa de
adaptacion del microorganismo de aproximadamente 20 horas y a que no se hizo la
renovacion del oxigeno inmediatamente después de observar que su baja
concentracion limitaba el consumo de metanol en el sistema (71 horas). Sin embargo,
para el posterior calculo de gs se emplean, en el primer ciclo, los datos obtenidos hasta
las 71 horas.

Una vez restablecidas las condiciones iniciales (ver seccion 3.6), en el 2° ciclo se
observa que la levadura se adapta rapidamente lo cual se refleja en la velocidad de
consumo de metanol. Para el 3* y 4° ciclo, la concentracion inicial de metanol fue
incrementando hasta alcanzar en el 4° ciclo un valor de 657 mmol/L (21 g/L). Esto se

debe a que, al ser el metanol una molécula hidrofilica, una fraccion del metanol del ciclo
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anterior se quedaba en la fase acuosa y al adicionar metanol al nuevo ciclo, la
concentracion fue incrementando.

Respecto al comportamiento del CO, y el O, en el 2°, 3% y 4° ciclo, se observa que
presentaron un comportamiento analogo indicando la reproducibilidad de los mismos.
Los datos experimentales, se ajustaron mediante el modelo de Gompertz (anexo 7.2)

para evaluar la gs y se presentan en la tabla 4.3.

Tabla 4.3 Velocidad especifica de consumo de metanol en cada ciclo evaluado en

microcosmos (YNB + metanol + in6culo).

Ciclo Duracion (h) Us (Imetanol /Iviomasa*h)
Primero 71 0.033
Segundo 48 0.066
Tercero 47 0.058
Cuarto 33 0.036

De los cuatro valores obtenidos, se tomé el maximo, que fue de 0.066 Qmetanol /Ibiomasa®h,
como el valor de gqs ya que en el tercer y cuarto ciclo, el valor de gs disminuye
significativamente debido, tal vez, al incremento en la concentracion de metanol del
microcosmo. Este resultado coincide con los obtenidos en el experimento de oximetria
(Fig. 4.7) donde se observé que concentraciones de metanol superiores a los 400
mmol/L (12.8 g/L) causan una disminucién en la velocidad de consumo de oxigeno y
subsecuentemente de metanol (ec. 4.1).

En la tabla 4.4 se compara el valor de la gs obtenida con respecto a lo reportado en la
literatura.

Tabla 4.4 Valores de velocidad especifica de consumo de metanaol.

Microorganismo. Js (9 metanol/ 9 biomasa®h) Referencia
P. pastoris 0.02 - 0.015 D"Anjou y Daugulis, 2000
P. pastoris 0.068 Zhang et. al., 2000
P. methanolica 0.066 Este trabajo
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Los valores de gs presentados en la tabla 4.4 varian en un amplio rango, lo cual, puede
deberse a la diferencia en las condiciones de cultivo o a las cepas. Sin embargo, resulta
interesante que la gqs obtenida en este trabajo sea similar a la reportada por Zhang et.
al. (2000) para P. pastoris cuando la concentracion inicial de metanol fue de 66 mmol/L
(2.1 g/L), es decir, 6 veces menor a la empleada en este trabajo. Esto manifiesta la
capacidad de P. methanolica para soportar altas concentraciones de metanol, en
comparacion con otra cepa metilétrofa como P. pastoris.

Bajo las mismas condiciones experimentales en que se evalué gs, se estimé el
coeficiente de rendimiento celular (Yx;s) el cual es definido como la unidad de biomasa
producida por unidad de sustrato consumido. Este coeficiente depende de la estructura
de la fuente de carbono asi como de las caracteristicas fisiologicas de los
microorganismos consumidores del mismo.

Suponiendo que la biomasa se generd durante el primer ciclo se realizé un balance de
carbono entre el metanol consumido, el CO, producido y la biomasa presente (3.44 g/L),
empleando la férmula empirica de la composicion elemental de una levadura C4H;No 0>
(Atkinson y Mavituna 1991). El balance indica que 46.5% del carbono inicial se emple6
en la formacion de biomasa y 28 % a la produccion de CO,. También se detectd la
presencia de un compuesto intermediario el cual se analizé por cromatografia de gases
acoplada a masas sin lograr su identificacion. Es posible que se trate de
dihidroxiacetona, un compuesto volatil presente en la ruta metabdlica de Pichia, ya que,
analizando la muestra por cromatografia se descartd la posibilidad de que fuera
formaldehido o &cido férmico, dos moléculas que podrian derivar de una oxidacion
incompleta del metanol.

Asi, los datos experimentales permitieron calcular un valor de Yys, €l cual se presenta

en la tabla 4.5 junto con otros reportados en la literatura.
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Tabla 4.5 Valores del rendimiento de conversion de sustrato en biomasa (Yys).

Microorganismo Yxss (Obiomasa / Ometanol) Referencia
P. pastoris 0.18 Duff y Murray, 1988
P. pastoris 0.61-1.73 d”Anjou y Daugulis, 2000
P. pastoris 1.19 Zhang et. al, 2000
P. methanolica 0.34 Este trabajo

Como se observa, el valor de Yys varia ampliamente lo cual puede deberse a la
diferencia en las condiciones de crecimiento y a la especie de la levadura. Asi, el valor
obtenido en este trabajo se encuentra en el limite inferior de lo reportado.

En este proyecto en muy importante generar biomasa ya que parte del interés es, a
futuro, poder producir una proteina heteréloga y, la produccién de este tipo de proteinas
esta directamente relacionada a la cantidad de biomasa. Asi, se recomienda el empleo
de soluciones concentradas de sales minerales, principalmente macro nutrientes como
nitrégeno, para fomentar la generacion de biomasa.

Finalmente, considerando que la reaccion global de consumo de metanol y O, y de
generacion de CO, y biomasa es:

CHsOH + O, ___, C4H/NoO, + CO; (ec. 4.5)

y partiendo del balance global de estos parametros en el microcosmos (39.9% del
carbono inicial se convirti6 en CO, y 16.1% en biomasa), se intentd estimar los
coeficientes de la reaccion obteniéndose:

CH3;OH + 0520, — 0.04 C4H;NocO, + 0.4 CO, (ec. 4.6)

4.5.2 COEFICIENTE DE MANTENIMIENTO.

Cuando la concentracion de la fuente de carbono o de algun nutriente es limitada, el
consumo del sustrato ocurrird sin la generacion de nuevas células. En ese caso, la

energia generada es empleada Unicamente en sostener a las células en un estado
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viable manteniendo el gradiente de concentraciones entre el interior y el exterior. El

nivel de energia requerida para mantener una célula es llamada energia de

mantenimiento (Maier et. al., 2000). Es muy comun que en los procesos de biofiltracién

exista limitacion de algun nutriente debido a la falta de adiciébn de estos o a su

distribucion no homogénea en la columna. Asi, es importante determinar el consumo de

la fuente de carbono en tales condiciones.

El coeficiente de mantenimiento se determind en medio liquido y en ausencia de sales

minerales. La produccion de CO, asi como el consumo de O, y metanol bajo estas

condiciones se presentan en la figura 4.11 donde se observa que los tres pardmetros

tuvieron un perfil lineal durante las 250 horas del experimento.
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Fig. 4.11 Perfil de metanol, CO, y O,. Condiciones: NaCl 9 g/L + metanol + inéculo

El valor del coeficiente de mantenimiento obtenido junto con algunos reportados en la

literatura se presentan en la tabla 4.6. En ella se observa que el valor obtenido en este

trabajo, se encuentra en el limite inferior de lo reportado en la bibliografia. Sin embargo,
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comparando el coeficiente de mantenimiento (m) y la velocidad especifica de consumo
de metanol (gs) de este trabajo se observa que el primero representa el 36.1% del

segundo (para el caso de Zhang et. al. 2000 representa entre el 10.4 al 45.45%).

Tabla 4.6 Valores del coeficiente de mantenimiento (m) determinados en medio liquido.

_ ) Metanol )
Microorganismo | m (MQmetanol / Obiomasa®h) Referencia
(mmol/L) (g/L)
P. pastoris 25.4 114 3.7 Zhang et. al 2000
P. pastoris 114.3 906 29 Zhang et. al 2000
P. methanolica 23.8 369 12 Este trabajo

El hecho de que el coeficiente de mantenimiento obtenido sea alto resulta interesante
para un proceso de biofiltracion. La razon es gue inicialmente el metanol consumido se
emplea en la generacion de biomasa estando la velocidad de consumo de metanol
definida por gs. Sin embargo, una vez que se han agotado las sales minerales, se
espera que la levadura continle consumiendo metanol generando CO, (fase de
mantenimiento). Asi, es importante que el consumo de metanol no disminuya

drasticamente en estas condiciones.

Substituyendo en la ec. 4.4 los valores de pmax (Seccion 4.2.2), Yys (seccion 4.5.1) y m
(seccién 4.5.2) obtenidos experimentalmente, se obtiene un valor de gsmax €l cual es de
0.256  QOmetano/Tbiomasa®h. ESte valor es casi 4 veces mayor que el obtenido
experimentalmente (0.066 QJmetano/Tbiomasa®h). La discrepancia entre ambos valores
posiblemente se debe a que pmax S€ evalud en diferentes condiciones experimentales a

las de Yys y m. Ademas, el valor de Qgsmax Seria valido si el metanol consumido se
hubiera empleado sélo en la generacion de biomasa. Considerando que ademés de
biomasa se produjo CO, se toma el valor de Qs: 0.066 Qgmetano / Obiomasa®h COMO €l mas

confiable.
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4.5.3 COEFICIENTE DE RESPIRACION ENDOGENA.

Cuando la fuente de carbono o un nutriente esencial se ha agotado completamente, la
respiracion no se detiene ya que los microorganismos pueden emplear sus materiales
celulares de reserva (por ejemplo glucogeno) o los nutrientes de las células que estan
muriendo para este fin. Esto se conoce como respiracion endogena. Aunque el
metabolismo enddgeno ocurre durante todo el ciclo de crecimiento, puede ser
observado mejor durante la fase estacionaria y ser medido en términos del consumo de
oxigeno o la generacion de bioxido de carbono (Maier et. al., 2000).

El consumo de O, asi como la produccién de CO, en el metabolismo enddgeno en

medio liquido se presenta en la figura 4.12.
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Fig. 4.12 Perfil de consumo de O, y produccién de CO,. Condiciones: YNB + indculo.

La velocidad global de produccion de CO, en ausencia de metanol fue de 0.0013 g CO,/
g biomasach lo que indica que en la levadura la presencia de material de reserva es

limitada.
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4.6 EXPERIMENTOS DE BIOFILTRACION.

A continuacién se presentan los resultados de la biofiltracién del metanol con un cultivo

puro de P. methanolica.

4.6.1 CARACTERIZACION DE LOS SOPORTES.
Como se describio en la seccion 1.3.1.1, la eleccién del soporte es fundamental en el
proceso de biofiltracion. Asi, para la seleccion de los materiales se considero:
Las propiedades fisicas de retencion de agua, area superficial, densidad e
integridad estructural.
Reportes previos de soportes empleados en biofiltracién, en particular con
cultivos puros.
Disponibilidad y costo.
En la tabla 4.7 se presentan las caracteristicas, recopiladas de la literatura, de los

soportes elegidos: perlita y bagazo de cafia.

Tabla 4.7 Caracteristicas de perlita y bagazo de cafia.

Caracteristica Perlita Bagazo de cafia
Capacidad de retencion de agua (%) Alta® 63 ®
Area superficial Alta® ¥ nd
I soporte hamedo (9/ML) 0.08-0.32" 0.25™
Requerimientos Adicion de nutrientes™ Adicion de nutrientes®”
Costo Bajo®® Ninguno
Trabajos previos Shareefdeen et.al (1993) Christen et. al. (2002)

Mohseni y Grant, (1999)

@ Christen et. al. 2002 ® www.perlite.info, 2002.  Devinny et. al 1999  Shareefdeen et.al
1993. nd: no disponible.

Se caracterizaron los soportes de acuerdo a la metodologia presentada en el apartado

3.7.1. Los resultados se presentan en la tabla 4.8
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Tabla 4.8 Caracterizacién de los soportes.

Perlita Bagazo de cafa
Tamafio particula (mm) 2.36-4.76 1.00-4.76
I' aparente (@/ML) 0.104 0.088
I' soporte hamedo (9/ML) 0.319 0.265
CRA (%) 67.2 66.7

Los resultados de la caracterizacion de los soportes corroboran que se trata de
materiales con una baja densidad y que tienen una alta capacidad de retencion de agua
(CRA). Normalmente los soportes usados en biofiltracién tienen capacidades de

retencion de agua entre 40 — 80%.

4.6.2 INFLUENCIA DE LA CARGA SOBRE LA EFICIENCIA DE REMOCION.
Puesto que la carga de metanol es un parametro que se puede modificar mediante la
concentracion del contaminante y del flujo de alimentacién, se estudio la influencia de

estos dos pardmetros en el proceso de biofiltracion.

4.6.2.1 INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE METANOL.

En la seccién 4.3 se determind que concentraciones de metanol en fase liquida entre
100 — 400 mmol/L (3.2 — 12.8 g/L) son las que favorecen su consumo. Empleando la
isoterma de adsorcion del metanol en el sistema bagazo + medio YNB/ metanol
(seccién 4.1) se determind que estas concentraciones equivalen, en fase gas, a 2.84 —
11.07 g/m®. Se evaluaron concentraciones crecientes de metanol dentro de este
intervalo para determinar si un comportamiento similar al de medio liquido se presenta
en biofiltracion.

A lo largo de todo el experimento, realizado con bagazo de cafia como soporte, el flujo

de alimentacion fue de 4.8x10° m%h, asi que el tiempo de residencia del metanol
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gaseoso en el reactor fue de 2.5 minutos. La concentracion de metanol inicial fue de 3.5
g/m® incrementandose segln se muestra en la figura 4.13.

Las condiciones iniciales fueron: pH, 5.4; biomasa, 0.19 Mg /gsoporte seco Y humedad
relativa, 66.4%.

En las figuras 4.13 y 4.14 se muestran la evolucién de la carga y de la eficiencia de

remocion (ER) asi como de la capacidad de eliminacion (CE) y la produccion de CO,

durante las 309 horas del proceso.
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Fig. 4.13. Comportamiento de la carga y de la eficiencia de remocién en funcién de la
concentracién de metanol en un biofiltro con bagazo de cafia como soporte. Etapas: (a): 3.5
g/m?; (b): 6 g/m?; (c): 8.7 g/m>; (d): 10 g/m?; (e): 5.8 g/m>.
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Fig. 4.14. Comportamiento de la capacidad de eliminacion y de la produccion de CO; en funcién

de la concentracion de metanol de un biofiltro empacado con bagazo de cafia como soporte.

Durante las primeras 120 horas, la concentracion de metanol se mantuvo en 3.5 g/m3, lo
que correspondié a una carga promedio de 82 g/m>h (figura 4.13).

La ER el primer dia fue del 80%, talvez debido a que parte del metanol alimentado se
adsorbi6 en el soporte, a un proceso de adaptacion de la levadura o a que no habia
suficiente biomasa para eliminar todo el metanol alimentado. Después de 46 horas la
ER en la columna fue del 100%. Ademas, la produccion de CO, al inicio fue nula (lo que
apoya la hipétesis de adsorcion de metanol en el soporte) y posteriormente fue
incrementando hasta alcanzar un valor de 52 g/m®h a las 24 hrs. (fig. 4.14).

Puesto que a una carga de 82 g/m®h se obtuvo el 100% de ER, se procedidé a
incrementarla. Asi, en la etapa (b) y (c) se alcanzaron ER entre 93 — 95% con cargas de
140 y 205 g/m>sh respectivamente. Cada etapa tuvo una duracion de 48 horas.

Cuando la concentracion de metanol se incrementé a 10 g/m® (carga de 240 g/m>sh por

un periodo de 60 horas), se observd una caida rapida de la ER hasta 29 %. En un
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intento por recuperar la eficiencia del biofiltro, se disminuyé la concentracién de metanol
a 5.8 g/m® (140 g/m>h) sin embargo no se logré restablecer el sistema. Parece ser que
el metanol a una concentracion de 10 g/m® causé intoxicacion a la levadura.

Como se observa en la gréfica 4.14 se obtuvo una CE maxima promedio de 196 g/m°sh
durante 48 horas. En el mismo grafico se muestra que el consumo de metanol y la
produccion de CO, estuvieron estrechamente relacionados obteniéndose valores de
CO, de 192 g/m>h al tiempo de méaxima eliminacion.

El andlisis de una muestra al final del proceso indica que las condiciones en la columna
eran: pH: 2.7, biomasa: 2.49 mg/gseporte seco Y, humedad relativa: 66.0%

El balance de carbono se presenta en la tabla 4.9.

Tabla 4.9 Balance de carbono al tiempo final.

Sustrato Productos
Metanol consumido CO, (g Q) Biomasa (g C)
(g C) (% del C consumido) | (% del C consumido)
2.63 1.68 (64%) 0.02 (1%)

Se considera la composicion elemental de la levadura: C4H;Ng O, (Atkinson y Mavituna 1991).

El 65% del carbono alimentado se convirti6 en CO, o biomasa. No se detectd, mediante
cromatografia, la presencia de algun compuesto intermediario volatil que permita
justificar el 35% de carbono restante. Sin embargo, el pH de 2.7 al final del proceso es
un indicador de la produccion de un intermediario acido, probablemente el &cido
férmico, resultado de la oxidacién incompleta del metanol. Otra razén es que parte del
metanol alimentado se haya quedado adsorbido en el soporte del reactor.

Las concentraciones de metanol que P. methanolica puede soportar en el biofiltro son
similares a las reportadas en trabajos previos de biofiltracién con diferentes consorcios

microbianos en los que se han empleado concentraciones de 2 a 8.7 g/m® (Shareefdeen
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et. al. 1993; Thalasso et. al. 1999; Krailas et. al. 2000; Mohseni y Grant, 2000; Kong et.
al. 2001; Krailas et. al. 2002). Por su parte, Cornabé et. al. (2002) reportan el empleo de
concentraciones de metanol de hasta 6 g/m®en un biofiltro inoculado con P. pastoris.
Los resultados indican que concentraciones de hasta 8.7 g/m® (lo que equivale a 314
mmol/L = 10 g/L de metanol en el sistema liquido + soporte segun la isoterma de
adsorcion) no inhiben el metabolismo de P. methanolica. Sin embargo, una
concentracion de 10 g/m® (equivalente a 364 mmol/L = 11.7 g/L en el sistema liquido +
soporte) resulta claramente toxica para la levadura.

No se exploraron concentraciones entre 8.7 y 10 g/m® que permitieran establecer el
valor de la concentracién critica a la cual se manifiesta el efecto toxico del metanol, pero
de manera practica, resulta importante no emplear concentraciones superiores a 8.7

g/m? la cual es, sin embargo, una concentracion alta para un proceso de biofiltracion.

4.6.2.2 INFLUENCIA DEL FLUJO DE ALIMENTACION.

Para evaluar la influencia del flujo de alimentaciébn se emplearon columnas con un
volumen util de 0.2L empacadas con bagazo de cafia. El estudio se realiz6 manteniendo
constante la concentracion de metanol la cual fue de 3.6 + 0.39 g/m°. Se probaron flujos
de alimentacion de 4.8x102, 6x1073, 7.2x10° y 9x10° m%h lo que corresponde a tiempos
de residencia de 150, 120, 100 y 80 segundos respectivamente. Asi, la carga inicial fue
de 80 g/m°sh

Las condiciones iniciales de pH, humedad y biomasa se presentan en la tabla 4.10 y el
comportamiento de la carga, ER, CE y CO, se presentan en las figuras 4.15 y 4.16.
Durante las primera 190 horas (flujos de 4.8x10° y 7.2x10° m*h) la ER se mantuvo en
100% (carga promedio de 80 y 120 g/m>sh respectivamente). Sin embargo, cuando se
modifico el flujo a 9x10™° m*h (carga de 150 g/m>h) la ER cay6 al 49%. Para recuperar

la eficiencia del biofiltro se disminuyd el flujo a 7.2x10° m*h ( carga 120 g/m>sh) y
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Fig. 4.15 Efecto del flujo de alimentacién en el comportamiento de la carga y en la eficiencia de

remocion de un biofiltro empacado con bagazo de cafa. Etapas: (a): 4.8x10° m%h, (b) y (d):
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Tabla 4.10 Condiciones de pH, humedad y biomasa en un biofiltro con bagazo de cafia .

t: 0 hrs t: 307 hrs t: 430 hrs
pH 4.7 2.7 2.7
Humedad relativa (%) 65.8 53 ® 70.9
Biomasa (Mg /gsoporte seco) 0.92 20.5 17.9

® Después de adicionar 10 mL de YNB, la humedad del sistema fue 70%

después de 48 horas la ER era del 73%. Con el fin de conocer las condiciones de la
columna en ese momento (307 horas), se tomd una muestra homogénea del soporte.
Se determin6 que la humedad del sistema era del 53%, lo que puede explicar la baja
ER, por lo que se adicionaron 10 mL de YNB (33.5 g/L) a las 312 horas. Después de 48
horas, la ER no habia mejorado.

A las 430 horas la eficiencia del biofiltro era del 100%. Sin embargo, una observacion
macroscopica indico la presencia de contaminacion (un hongo negro) por lo que se
termind el experimento. Este hongo probablemente crece empleando el metanol y
ciertos materiales celulares de la levadura como fuente de carbono y sales, ya que, la
biomasa de levadura cuantificada al tiempo final fue menor que la obtenida a las 307
horas (tabla 4.10). Nuevamente el pH final de 2.7, indica la produccién de acidos
intermediarios poco volétiles, probablemente, &cido férmico.

Se realizdé un balance de carbono (tabla 4.11) considerando a la biomasa de las 307
horas como biomasa final y la composicion elemental de la levadura: C4H;NosO>

[Atkinson y Mavituna 1991])

Tabla 4.11 Balance de carbono.

Sustrato Productos
Metanol consumido CO, (g Q) Biomasa (g C)
(g C) (% del C consumido) | (% del C consumido)
3.29 1.86 (56.7%) 0.17 (5.3%)
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El fenébmeno de secado pudo deberse al calor metabdlico generado por la oxidacion del
metanol y a que el aire de alimentacién no estaba completamente saturado de humedad
(por lo que este fue mas intenso cuando el flujo se increment6 alcanzando tiempos de
residencia de 80 seg). Los flujos de alimentacion empleados son pequefios. Esto se
refleja en tiempos de residencia altos, 80 —150 segundos, en comparacion con los
reportados en la literatura para procesos de biofiltraciébn convencional que varian entre
20 - 60 segundos. Esto puede apoyar la hipétesis de que a flujos altos se promovia el
secado por lo que disminuia la CE del biofiltro o indicar que la velocidad de consumo de

metanol era lenta.

En los dos experimentos descritos anteriormente, se obtuvo un pH final alrededor de 2.7
(un resultado similar se presento en el resto de los experimentos). Cuando se evalué el
efecto del pH en el consumo de metanol (ver seccion 4.4), se determiné que la
velocidad de consumo del oxigeno se mantiene constante a pH's entre 2 y 5. Ademas,
se determiné que, para evitar riesgos de contaminacion bacteriana (aunque no flngica)
es recomendable trabajar a un pH entre 2 y 4 .Por esta razon el pH, en las columnas de
biofiltraciébn, se monitoreo pero no se tratdé de modificar lograndose evitar la

contaminacién bacteriana.

4.6.3 INFLUENCIA DE LA ADICION DE AGUA Y/O MEDIO MINERAL Y DEL
MEZCLADO.

Se estima que el 75% de todos los problemas en biofiltraciébn son causados por un
deficiente control de la humedad (Auria et. al. 1998). Con el fin de establecer un

procedimiento para afrontar esta dificultad, se evalué el efecto de la adicion de agua o
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de medio YNB (33.5 g/L) asi como del mezclado, durante el transcurso del proceso, en
la ER.
Se empacaron columnas con bagazo de cafia de acuerdo a la metodologia descrita en
la seccion 3.7.2. En las columnas se probo:

a) Adiciéon de YNB con mezclado (YNB-CM)

b) Adicion de YNB sin mezclado (YNB-SM).

c) Adicién de agua sin mezclado (Agua-SM).
Las condiciones iniciales de las columnas fueron: pH 4.94, biomasa 0.63 Mg/ Jsoporte seco
y humedad relativa de 66.1%.
La carga se modifico primero mediante la concentracion del flujo de alimentacion, hasta
obtener concentraciones en la fase gas de 6 g/m® y después incrementando el flujo de
alimentacion. Los flujos empleados fueron: 4.8x10%, 5.4x10° y 6.6x10° m®nh. En la fig.
4.17 se muestra el comportamiento de la carga y de la ER a lo largo del experimento el
cual dur6 526 horas, Ademas se aprecia que a las 408 horas hubo una fuga en el
humidificador, por lo que las columnas se quedaron sin alimentacion de aire y metanol
por unas 15 horas. En la figura 4.18 se presenta la produccién de CO, para cada
condicion evaluada.
En la figura 4.17 se observa que, en los casos YNB-CM y YNB-SM, durante las
primeras 200 horas la ER se mantuvo entre 90-100%. A las 285 horas se detect6 una
caida (entre el 70-80%) de la ER. Al analizar una muestra homogénea de la columna
YNB-CM se determind que la humedad relativa en el soporte estaba entre el 52-58%
por lo que se adicion6 medio YNB (ver seccion 3.7.2) en ambas columnas a las 293 hrs.
Después de la adicion de YNB, la humedad de saturacion del soporte se restableci6 al

66.7% y la ER mejoré hasta alcanzar el 100% durante los 2 - 3 dias siguientes.
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Fig.4.17. Comportamiento de la carga y la eficiencia de remocién en un biofiltro con bagazo de
cafia. Flujos de alimentacion: (a): 4.8x10° m®h; (b): 5.4x10° m¥h y; (c): 6.6x10° m?nh.
Condicion: (1) Adicion de YNB en los experimentos YNB-CM y YNB-SM, (2) adicion de agua en
el experimento Agua-SM vy, (3) adicion de agua en los experimentos YNB-CM y YNB-SM.

Posteriormente, la ER disminuyé nuevamente y la fuga que se presento a las 408 horas
aceler6 su caida alcanzandose valores entre 20 — 40 % por lo que se realizé una
segunda intervencion a las 435 horas que consistié en la adicion de agua sin mezclado.
Esta intervencién mejor6 un poco la ER y después de 48 horas su valor estaba entre el
50-70%, sin embargo, a las 480 horas la ER vuelve a caer y se concluye el
experimento.

Para el caso Agua-SM, la ER se mantuvo entre el 90 — 100 % durante las primeras 300
horas después de las cuales este parametro empezd a disminuir alcanzando un valor de
54% a las 380 horas. A las 384 horas se adicioné agua sin mezclado y para las 411 hrs.
se detectd una mejoria en la ER (73 %). Sin embargo, 40 horas més tarde la ER es del

49%. Esto podria deberse a la falta de alguna sal mineral o a que la fuga que se
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presenté en la corriente de alimentacion a las 408 horas afect6 la columna. La ER

continué disminuyendo hasta alcanzar valores entre 30 — 50 % por lo que a las 525

horas el experimento se concluyo.
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Fig. 4.18 Produccién de CO,. 1) Adicion de YNB en los experimentos YNB-CM y YNB-SM, (2)

adicion de agua en el experimento Agua-SM vy, (3) adicién de agua en los experimentos YNB-CM

y YNB-SM.

En los tres casos, se logré obtener una capacidad de eliminacion méaxima entre 150-165

g/m®h la cual se logro mantener durante 70 horas aproximadamente. Respecto a la

generacion de CO; (figura 4.18), esta fue muy similar en todos los casos y presentd una

estrecha relacion con el comportamiento de la ER.

El valor del pH, la humedad y la biomasa al tiempo final se muestran en la tabla 4.12. El

balance de carbono se presenta en la tabla 4.13 en donde se incluye al formaldehido,

un intermediario volatil que se detecto a partir de las 220 horas.
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Los datos del balance de carbono (tabla 4.13) indican que en las columnas YNB-CM y
YNB-SM el consumo de metanol (4.27 y 4.21 g C), la produccion de CO, (1.86y 1.66 g
C) y la generacion de biomasa (0.21 y 0.22 gC correspondientes a 24.2 y 26.0 MQpiomasa/

Osoporte seco) fUE practicamente la misma.

Tabla 4.12 Condiciones al tiempo final del proceso.

Condicién pH Humedad Biomasa
relativa (%) (MA/Y soporte seco)
YNB-CM 2.80 69.4 24.2
YNB-SM 2.77 71.4 26.0
Agua-SM 2.77 70.0 21.9

Tabla 4.13. Balance de carbono.

Sustrato Productos
Condicién | Metanol consu- | CO, (g C) Formaldehido (g C) | Biomasa (g C) (%
mido (g C) (% del C consumido) | (% del C consumido) | del C consumido)
YNB-CM 4.27 1.86 (43.4%) 0.42 (9.8%) 0.21 (4.87%)
YNB-SM 421 1.66 (39.5%) 0.45 (10.8%) 0.22 (5.83%)
Agua-SM 3.96 1.73 (43.7%) 0.28 (6.98%) 0.19 (4.75%)

Para el caso de las columnas YNB-SM y Agua-SM, el balance de carbono permite
advertir que el consumo de metanol fue solamente 6% superior cuando se adiciond
YNB en comparacion con la adicion de agua (4.21 y 3.96 gC). La adicién de YNB tuvo
mayor influencia sobre la generacién de biomasa ya que fue 14% mayor que en la
columna con adicién de agua ( 0.22 y 0.19 g C lo que corresponde a 26.0 y 21.9
MQbiomasa ! Jsoporte seco f€SPECtivamente). Para corroborar la influencia de la adicion de
YNB en la generacion de biomasa en la seccion 4.6.5 se estudia la influencia de la

adicion periédica de YNB y agua en la biofiltracion.
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Los resultados permiten concluir que si se requiere realizar la adicion de agua o de
medio mineral, ya sea para contrarrestar los efectos del secado y/o favorecer la
generacion de biomasa, esto puede realizarse mediante una adicion sin mezclado. Esto
representa una ventaja ya que se simplifica el proceso de intervencion y se disminuye el
riesgo de contaminacién. Ademas, si se considera el proceso a mayor escala, resulta
interesante considerar que se podria adicionar YNB, sin mezclado, para incrementar la

produccion de biomasa y por tanto, la ER.

4.6.4 INFLUENCIA DEL SOPORTE SOBRE LA EFICIENCIA DE REMOCION
Y LA GENERACION DE BIOMASA.

Con la finalidad de determinar si el soporte influye en el proceso de biofiltracién, se

empacaron columnas de 0.2 L (volumen util), con bagazo de cafia y perlita segin se

describe en la secciéon 3.7.2. El manejo y comportamiento de la carga fue igual a la

descrita en la fig 4.17.

Las condiciones iniciales se presentan en la tabla 4.14.

Tabla 4.14 Condiciones iniciales.

Soporte pH Humedad relativa (%) Biomasa (Mg/ gsoporte seco)
Bagazo de cafa 4.94 66.1 0.63
Perlita 5.82 66.4 0.47

El comportamiento de la ER y la produccion de CO; durante el experimento se
presentan en las figuras 4.19 y 4.20 respectivamente.

En la figura 4.19 se observa que la ER se mantuvo entre el 90 — 100% durante las
primeras 250 horas después de las cuales la ER comenz6 a disminuir alcanzando

valores entre 70 — 80 %. Por ello, a las 293 hrs. se adicion6 YNB con mezclado (entre
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Fig. 4.19 Influencia del soporte en la eficiencia de remocién. (1) Adicién de YNB con mezclado
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Fig. 4.20 Influencia del soporte en la produccion de CO, .(1) Adicion de YNB con mezclado, (2)

adicion de agua sin mezclado.
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12- 15 mL en cada columna) con lo cual la remocion de metanol mejoré alcanzando
valores entre 90 — 100%. Asi se mantuvieron las columnas por 2 dias después de los
cuales la ER nuevamente decayd hasta valores entre 20 — 50% siendo esta caida
menos drastica en la columna con perlita. Para mejorar la ER, se adicion6 agua (10 - 12
mL sin mezclado a cada columna) a las 435 hrs. con lo que después de 48 hrs. la ER se
incremento al 60 - 70 %. Sin embargo, para el caso de la columna con bagazo, después
de 48 hrs. la ER nuevamente empez6 a disminuir en tanto que, en la columna con
perlita la remocion del metanol aument6 hasta 75% al tiempo final. La CEns en perlita
fue de 190 g/m>sh durante 48 hrs. y en bagazo de 158 g/m>sh por 69 hrs.

La produccion de CO, (fig. 4.20) estuvo directamente relacionada con la ER vy, fue
claramente superior, cuando se empleo la perlita como soporte.

Las condiciones finales se presentan en la tabla 4.15.

Tabla 4.15 Condiciones finales.

Soporte pH Humedad relativa (%) Biomasa (Mg/ gsoporte seco)
Perlita 2.84 65.8 32.2
Bagazo de cafa 2.80 69.4 24.2

Tabla 4.16. Balance de carbono.

Sustrato Productos
Soporte Metanol con- CO,(g Q) Formaldehido (g C) Biomasa (g C)
sumido (g C) (% del C consumido) | (% del C consumido) | (% del C consumido)
Perlita 4.59 2.19 (47.6%) 0.33 (7.22%) 0.33 (7.27%)
Bagazo de cafa 4.27 1.86 (43.4%) 0.42 (9.8%) 0.21 (4.87%)

El consumo de metanol fue similar para los dos soportes (4.59 y 4.27 gC, tabla 4.16).
Su influencia se refleja al comparar la produccion de CO, y biomasa ya que se produjo
17% mas CO, (2.19 y 1.86 gC) y 57% mas biomasa (0.33 y 0.21 gC) con perlita. Sin

embargo, aparentemente la biomasa presente en el bagazo de cafia fue mas activa ya
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gue relacionando la CEns y la biomasa presente en cada sistema, se obtuvieron
velocidades de consumo de 56.5 mMQmetano/Obiomasa®h €N perlita 'y de 74.2
MQmetano/Joiomasa® €N bagazo. Ademds, con perlita se generé menos formaldehido (0.33
vs. 0.42 g C) el cual se detecto a partir de las 200 horas. Asi, aunque en bagazo la
velocidad de consumo fue mayor, la oxidacién biolégica del metanol fue menos
eficiente. Esto se refleja en la produccion de CO, ya que, durante la primeras 250 hrs la
ER fue similar en ambos soportes pero la generacion de CO, fue mayor con perlita.

Asi, los resultados indican que la perlita, a diferencia del bagazo de cafia, favorece la
oxidacion completa del metanol y la generacion de biomasa, aunque, P. methanolica fue
biolégicamente mas activa en bagazo de cafa.

Probablemente, el area superficial de la perlita sea mayor que la del bagazo. Asi, la
disponibilidad de metanol y oxigeno fue mejor en la perlita por lo que la oxidacion del
metanol fue més eficiente.

Devinny et. al (1999) reportan que, para el caso de compuestos hidrofilicos, es muy
probable que el oxigeno sea un factor limitante en el proceso de remocién del
contaminante debido a que la solubilidad del oxigeno es muy baja (7.53 mg/L a 30°C y
latm.) y el coeficiente de particion de este gas es de 33.5, lo que significa que la mayor
parte de oxigeno se encuentre en la fase gaseosa y sélo una pequefa fraccion se
disuelva en la fase liquida contenida en el soporte. Yang et. al. (2002) evaluaron el
efecto del oxigeno en la biofiltracibn de metanol reportando que al trabajar a una
concentracion de 1.66 g/m® y una carga de 200 g/m>sh, la CE mejoraba de 120 a 145

g/m>h al incrementar el % de oxigeno de la corriente de alimentacion de 21 a 63%.

Puesto que se est4 trabajando con un cultivo puro, un factor importante es la presencia
de contaminacion en el biofiltro. Trabajar a un pH bajo limité la presencia de bacterias

pero no la de hongos y, no se observé que algun soporte favoreciera la contaminacion.
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El empleo de aire no estéril y la necesidad de intervenir frecuentemente las columnas

propicio la contaminacion.

Empleando el valor de s = 0.066 Qmetanol /Oniomasa®h (S€CCION 4.5.1) y el valor de biomasa
méxima al tiempo final en perlita y bagazo de cafia (columna YNB-SM) es posible
realizar una estimacion de la capacidad de eliminacién en el biofiltro. Los resultados se

muestran en la tabla 4.17.

Tabla 4.17. Estimacién de la CEgica partiendo de la biomasa méaxima alcanzada en los soportes

evaluados vs. la CEexperimental-

SOPOFte Biomasa (mg/ g soporte seco) CE tedrica (g/md h) CE experimental (g/ md h)
Perlita 32.2 220 190
Bagazo 26.0 154 165

Los resultados indican que el valor de 1a CEcyperimenta €S muy proximo al de la CEiesrica-
Es probable que la discrepancia entre estos valores se deba a la cuantificacion de la
biomasa ya que al ser por conteo celular tiene un gran margen de error. Sin embargo,
es posible advertir que la determinacion de la capacidad de la levadura de consumir el
metanol en medio liquido es una herramienta util para estimar su comportamiento en el

biofiltro.

4.6.5 INFLUENCIA DE LA ADICION PERIODICA DE MEDIO YNB O AGUA.

Con base en los resultados obtenidos en la seccién 4.6.3 y 4.6.4 se realiz6 un
experimento en el cual se empled perlita como soporte y se adiciono, cada dos dias y
sin mezclado, YNB 0 agua para mejorar y evitar la caida de la capacidad de remocion

asi como favorecer la produccion de biomasa.
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La carga se fue incrementando mediante la concentraciéon de metanol segun se
especifica en las figuras 4.21 y 4.22. El flujo de alimentacién fue, durante todo el
experimento de 5.4x10° m*h. Las condiciones al tiempo cero fueron: pH 6.02, humedad
66.4% y biomasa 0.53 Mg/ gsoporte seco-

En la figura 4.21 se presenta el comportamiento de la carga, ER y CO, de la columna
adicionada con agua. La figura 4.22 representa la evolucion de los mismos parametros
en la columna con adicion de medio YNB.

En la columna con adicion peridédica de agua (fig 4.21), la ER se mantuvo al 100%
durante las primeras 287 horas lo que correspondié a una CEp de 130 g/m>sh durante
24 horas. Después la ER comenz6 a disminuir y a las 358 hrs. la columna era eficiente
en un 57%. Debido a que durante el proceso de adicion de agua se presenté un

fendmeno de percolaciéon (aproximadamente 1 mL de los 4-5mL adicionados llegaban a
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Fig. 4.21 Comportamiento de la carga, ER y CO, en una columna con adicion de agua cada 2

dias. Concentraciones de metanol: (a) 2.8 g/m°, (b) 4.4 g/m*y (c): 5.1 g/m°.
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Fig. 4.22 Comportamiento de la carga, ER y CO, en una columna con adicion de YNB cada 2
dias. Concentraciones de metanol: (a) 2.8 g/m°, (b) 4.4 g/m*y (c): 5.1 g/m°.

drenar) se decidi6 adicionar 5 mL de medio YNB para determinar si la caida en la ER se
debia a una deficiencia de sales minerales. Sin embargo, el monitoreo de la columna 24
horas més tarde indicé que la ER continuaba disminuyendo (47%), es decir, el proceso
no estaba limitado por sales minerales. En ese momento se concluy6 el experimento.

En la columna que se estaba adicionando medio YNB (fig. 4.22), la ER se mantuvo al
100% durante todo el proceso alcanzandose una CE s, de 142 g/m®h por 48 horas (en
esta columna también hubo un drenado de aproximadamente 1 mL). A las 380 horas se
detectd un punto de contaminacion fungica en la parte inferior de la columna por lo que
se concluy6 el monitoreo.

Las condiciones finales se presentan en la tabla 4.18 y en la tabla 4.19 se muestra el

balance de carbono.
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Tabla 4.18 Condiciones finales

Condicién pH Humedad (%) Biomasa (Mg/g soporte seco)
Adicion de agua 3.71 67.5 9.57
Adicién de YNB 3.1 64.6 18.5

Tabla 4.19 Balance de carbono

Sustrato Productos
Condicion Metanol con- | CO, (g C) Formaldehido (g C) | Biomasa (g C)
sumido (g C) (% del C consumido) | (% del C consumido) (% del C consumido)
Adicion de agua 2.88 1.48 (51.2%) 0.35 (12.1%) 0.09 (3.30%)
Adicion de YNB 3.08 1.68 (54.4%) 0.31 (9.96%) 0.19 (6.12%)

Los resultados indican que la adicion periddica de YNB favorece la produccion de
biomasa (18.49 MQbiomasa/ soporte seco) €N COMparacion con la adicion periodica de agua
(9.57 MQpiomasal Jsoporte seco). SiN €mbargo comparando este primer dato con el resultado
de biomasa final en la columna de perlita con adiciéon de YNB-CM (seccién 4.6.4, tabla
4.15) que fue de 32.22 MQpiomasa/ Jsoporte seco, €S POSible apreciar una concentracion de
biomasa muy superior en el Ultimo caso. Esto puede deberse a que la adicion frecuente
de medio YNB, con la consiguiente percolacién del liquido lavo la biomasa de la
columna por lo que su rendimiento fue menor. El efecto del lavado también se puede
apreciar en el pH de 3.7 (superior a los casos previos en donde fue de 2.7) lo que
manifiesta una menor acumulacion de compuestos intermediarios acidos. Ademas la
frecuente intervencion en las columnas representa un mayor riesgo de contaminacion.

Como se menciond anteriormente, a las 380 horas se detecto la presencia de
contaminacién fungica en la columna adicionada con medio YNB. Un evento anélogo se
presentd en el duplicado de la columna con adicibn de agua. Observaciones al
microscopio 6ptico indicaron que se trataba de dos hongos, uno probablemente del

género Aspergillus y otro del género Penicillium estando el primero en mayor
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proporciéon. Con el interés de evaluar la eficiencia de este hongo para consumir el
metanol (lo que significaria un proceso de biofiltracion en el sentido estricto) se continu6
monitoreando estas columnas durante 34 dias mas. Los resultados se presentan en la

seccion 4.6.7.

4.6.6 ESCALAMIENTO DEL PROCESO DE BIOFILTRACION CON P.
methanolica.

Para evaluar el comportamiento del proceso a mayor escala, se empleé una columna
con un volumen util de 1.1L empacada con perlita. La columna contd con un sistema de
spray para poder adicionar, de manera homogénea, medio YNB cada dos dias. El
volumen de cada adicion fue de 30 — 40 mL.

Las condiciones iniciales fueron: pH 5.95, humedad 70% y biomasa 0.60 Mg/ gsoporte seco-
La carga se fue modificando mediante la concentracion de metanol. El flujo de
alimentacion fue de 2.7x10% m%h lo que representa un tiempo de residencia de 146
seg. En la figura 4.23 se muestra el comportamiento de la carga, ER y CO; a lo largo del
proceso que duré 287 horas.

La ER se mantuvo al 100% de las 46 a las 167 horas alcanzdndose en este periodo una
capacidad de eliminaciéon maxima de 106 g/m®h que se mantuvo asi por 65 horas.
Después de esta etapa, la ER comenz6 a disminuir hasta alcanzar a las 180 horas una
ER del 80%. A las 190 horas se tomo (haciendo un mezclado previo del soporte en
condiciones estériles) una muestra homogénea del soporte con el fin conocer las
condiciones en la columna. Los resultados fueron: pH 3.57, humedad 63% y biomasa

147 mg/gsoporte seco-
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Fig. 4.23 Comportamiento de la carga, la ER y el CO, en un sistema de 1.1L. (a) 2.8 g/ms, (b) 4.6

g/m?.

Al dia siguiente a la intervencion, se observo una mejoria en la ER la cual se mantuvo al

100% por 24 horas (CE de 110 g/m®h) por lo que es posible que la biomasa o las sales

minerales no estuvieran distribuidas homogéneamente en la columna. Después de este

periodo la ER disminuyé nuevamente y a las 287 horas se detectd la presencia de

contaminacion fungica por lo que finalizé el experimento.

El balance de carbono se presenta en la tabla 4.20.

Tabla 4.20 Balance de carbono.

Sustrato

Productos

Metanol consumido
(*)®)

CO; (g C)

(% del C consumido)

Formaldehido (g C)

(% del C consumido)

Biomasa (g C)

(% del C consumido)

8.97

4.13 (46.0%)

0.97 (10.8%)

0.15 (1.66%)
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La CE evaluada tedricamente (a partir de la gs, seccion 4.5.1, y una biomasa de 14.7
MQY/Qsoporte) €S de 101 g/m3-h. Este valor corresponde al 92% del valor de CEnsx
experimental que fue de 110 g/m>h. Sin embargo, este valor es bajo en comparacion
con los obtenidos en este trabajo y los reportados por Shareefdeen et. al. (1993),
Thalasso et. al (1999), Mohseni y Grant (2000) y Cornabé et. al (2002) ( tabla 2.8). Esto
puede deberse a que la contaminacion fungica, a temprana hora, limit6 la generacion de
biomasa y por ello, el consumo del metanol.

No se repitid el experimento pero esta experiencia indica que al escalar un proceso de
esta naturaleza, en mas complicado mantener condiciones estériles que limiten la
presencia de microorganismos contaminantes. Con el fin de promover la adaptacion de
la levadura y disminuir el riesgo de contaminacién, podria considerarse inocular la
columna con levadura crecida en metanol, inocular masivamente el reactor e iniciar con

una concentracion de metanol mas alta.

4.6.7BIOFILTRACION FUNGICA DEL METANOL.

Se evalud la capacidad de eliminacibn de metanol por los hongos detectados en 2
columnas de experimentos previos (seccion 4.6.5).

A una de ellas se le habia estado adicionando agua y a la otra medio YNB cada dos
dias asi que se continué con este protocolo. La carga se fue incrementando mediante la
concentracion de metanol alcanzandose al tiempo final concentraciones de 9.2 g/m®. El
flujo de alimentacion fue de 5.4x10° m®h (tiempo de residencia de 133 seg) a
excepcion de la columna adicionada con YNB en que se emplearon flujos de 8.1x107°
m°/h (tiempo de residencia de 88 seg) del dia 25-36 y de 6x10° m®h (tiempo de
residencia de 120 seg) del dia 36-50.

En las figuras 4.24 y 4.25 se muestra la evolucién de la carga, ER y CO, en las

columnas considerando que la contaminacion se presento en el dia 16.
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Fig. 4.24 Comportamiento de la carga, ER y el CO, en una columna contaminada con adicién de

agua cada 2 dias.

Para el caso de la columna con adicion periédica de agua, después de 16 dias comenzo
a caer la ER hasta valores de 50% por lo que a partir del dia 28 se empez6 a adicionar
medio YNB para ver si tal caida se debia a la falta de sales minerales (fig 4.24). Sin
embargo, la ER de la columna no se recuperdé completamente y se mantuvo alrededor
del 50% aun cuando se continud incrementando la carga. La CE maxima en esta
columna fue de 150 g/m>h por un periodo de 72 horas.

La columna con adicién periédica de YNB mantuvo ER del 100% hasta el dia 25.
Después la ER comenz6 a disminuir hasta alcanzar un valor minimo de 35% al dia 35
(fig 4.25). Tal disminucion estuvo ligada al incremento del flujo de alimentacién. Asi, al
disminuir nuevamente el flujo de alimentacion la ER se recuperd y al dia 38 era del
100%. Finalmente la ER comenz6 a bajar lentamente y al final del experimento su valor

era del 74%.
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Fig. 4.25 Comportamiento de la carga, ER y el CO; es una columna contaminada con adicion de
YNB cada 2 dias. Flujo de alimentacion (a) 5.4x10° m*h, (b) 8.1x10° m%h y (c) 6x10° m*h.

A partir del dia 31 se detect6 formaldehido en la corriente de salida de la columna
(datos no mostrados) indicando que probablemente la reaccion de oxidacion del
metanol fue limitada por oxigeno. La presencia de formaldehido estuvo ligada a la caida
de la ER debido, seguramente, a su efecto tdxico sobre el hongo.

Al final del proceso la humedad relativa de la columna fue del 71% y el pH de 3.86. No
se detect0 la presencia de contaminacion bacteriana, seguramente debido al pH bajo.
En esta columna se obtuvo una CE méaxima de 235 g/m°sh durante 10 dias. Una CE
similar sélo ha sido reportada por Mohseni y Grant (2000) y Sologar et. al. (2003) (tabla
1.8).

Considerando que la relacién estequiométrica de la oxidacion completa del metanol es
1:1 (por cada g de C del metanol se produce 1 g de C en forma de CO,) se graficé la CE

como g C/m°h vs. CO, en g C/ m°h para la columna adicionada con YNB (fig. 4.26). En
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Fig. 4.26 Grado de conversién del metanol a CO, en columna contaminada por el hongo

Aspergillus sp. y con adicién periddica de YNB.
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Fig. 4.27. Relacién entre la capacidad de eliminacion y la carga en columna contaminada por el

hongo Aspergillus sp. y con adicion periddica de YNB.
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ella se observa que la densidad de puntos indica un nivel de conversion de metanol a
CO, del 60%. Ademas, en la figura 4.27 se observa que a cargas de hasta 200 g/m>h la
ER fue del 100% (carga critica).

Con el objeto de identificar los hongos se tomo una muestra de cada columna al dia 18.
Se realizaron observaciones al microscopio Optico y se determind que probablemente
uno de los hongos pertenece al genero Aspergillus (una inspeccién visual de las
columnas al tiempo final indic6 que el hongo Aspergillus sp. fue notablemente
predominante en ambas columnas). En paralelo se realizaron observaciones del soporte
en el microscopio electronico. Las microfotografias se presentan en las figuras 4.28 y
4.29 y en ellas se puede apreciar que a ese tiempo aun habia levadura P. methanolica,

incluso gemando, y que la presencia fungica era intensa.

16RU 1,488

P B

Fig. 4.28. Microfotografia de P. methanolica y hongo contaminante sobre perlita (dia 18).
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Fig. 4.29 Microfotografia de P. methanolica y hongo contaminante sobre perlita (dia 18).

Puesto que la CE alcanzada con el hongo Aspergillus sp. (235 g/m3sh) se encuentra en
el limite superior de lo ya reportado, resulta interesante considerarlo como un
microorganismos alternativo para un proceso de biofiltracién del metanol. Ademas, el
empleo de hongos en este tipo de procesos tiene la ventaja, respecto a los consorcios

bacterianos, de que pueden soportar humedades y pH's bajos.
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5. CONCLUSIONES.

Se estudi6 el proceso de biofiltracion de metanol empleando un cultivo puro de P.
methanolica basandose en datos de su crecimiento en medio liquido.

En microcosmos, se determin6 que el valor de la velocidad especifica de consumo de
metanol (gs) fue de 0.066 gmetano/Guiomasa®n Yy €l coeficiente de mantenimiento de 23.8
MQmetano/Guiomasa®N.  El valor del coeficiente de mantenimiento es significativo en
comparacion con (s, indicando la capacidad de la levadura de continuar consumiendo
metanol aln cuando exista limitacion de sales minerales, lo cual ocurre frecuentemente
en biofiltracion. Con base en gs y la biomasa méxima alcanzada en biofiltro (32.2
MJbiomasal/Usoporte seco) S€ €StimO una capacidad de eliminacion (CE) de 220 g/ms-h y
experimentalmente se obtuvo una CEs« de 190 g/ms-h.

Se demostr6 que en medio liquido, el consumo de oxigeno se favorece a
concentraciones de metanol entre 100 — 400 mmol/L y continla a una concentracién de
1530 mmol/L nivel al que, aparentemente, s6lo hay una baja inhibicion. En biofiltracion,
fue posible emplear concentraciones de metanol de hasta 8.7 g/m? (lo que corresponde
a una concentracion de 314 mmol/L en la fase liquido + soporte) sin problemas de
inhibicion.

El soporte empleado influyd en el comportamiento del biofiltro. Asi, con perlita se obtuvo
una CEa de 190 g/mg-h y una biomasa de 32.2 mg/gseporte seco 10 Cual indica que se
consumié 56.5 MQmetano/Gniomasa®h. Andlogamente para el bagazo de cafia se alcanzé
una CEa de 158 g/ms-h, una biomasa de 24.2 mg/Qsoporte seco Y UN coOnsumo 74.2
MQmetano/Juiomasa®N. ES decir, la biomasa presente en el bagazo de cafia fue
biol6gicamente mas activa que la de perlita pero, la perlita favorecié la generaciéon de

biomasa.
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El pH en el biofiltro, inicialmente de 5.0, disminuy6 rapidamente para estabilizarse en un
pH de 2.7. Este factor limité la contaminacién bacteriana pero no la fungica la cual
aparecio ocasionalmente debido al empleo de aire no estéril o a las intervenciones a las
columnas. Aunque el empleo de un cultivo puro especializado en el consumo de
metanol permiti6 alcanzar capacidades de eliminacion altas (190 g/m>h), evitar la
contaminaciéon del biofiltro fue dificil. Por ello, se recomienda, para este proceso,
esterilizar el aire.

Se present6 secado en el biofiltro debido a una incompleta saturaciéon de humedad del
aire de alimentacion. La estrategia mas efectiva para restablecer la humedad del
biofiltro fue adicionar agua sin mezclado. La adicibn de medio mineral, ademés de
revertir el secado fomento la generacion de biomasa.

La presencia del hongo Aspergillus sp. en el biofiltro (el cual contaminé una columna y
finalmente se volvié predominante) favorecié el consumo de metanol alcanzandose una
CEmax de 235 g/m®h. Asi, este microorganismo representa una opcion atractiva para la
eliminacion del metanol con la ventaja de que los hongos son mas tolerantes a las

condiciones de secado.
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Anexos

7. ANEXOS

7.1 TECNICA DE OXIMETRIA.
Estd técnica permite medir el consumo de oxigeno en medio liquido, por un sistema
biolégico que en este caso fue la levadura P. methanolica
Los componentes del equipo de oximetria son:

a. Una camara, de 1.5 mL, en donde se coloca la muestra liquida, biolégicamente

activa.

b. Un electrodo de Clark que permite medir oxigeno disuelto.

c. Un bafio para controlar la temperatura del sistema.

d. Un sistema de agitacion.

e. Una computadora, a la cual est4d conectado el electrodo, que registra la

evolucion del oxigeno en el sistema.

Previo a la determinacién de consumo de oxigeno por la levadura se calibra el equipo.
Para ello:
1.- Se burbujea aire en agua destilada durante 30 min. para saturarla de oxigeno.
2.- Se establecen y aseguran las conexiones del bafio de temperatura constante
empleado agua destilada. La temperatura de trabajo es de 30°C.
3.- Se hace el cambio de la membrana del electrodo. El proceso consiste en: a) lavar el
electrodo perfectamente con agua destilada y secarlo, b) poner una gota de la solucion
electrolito de KCI (evitando la formacién de burbujas) y c) colocar la membrana nueva.
4.- Se activa la agitacion.
5.- Empleando el agua saturada de oxigeno del paso 1, se calibra el equipo a 100%. Es
importante recordar que el volumen de trabajo es de 1.5 mL el cual se debe respetar

siempre.
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Para determinar el consumo de oxigeno por P. methanolica:
1.- En la computadora. Se trabajé en un programa llamado Biocrom, que captura la
evolucion del oxigeno en el sistema. En él se fijan parametros tales como nombre, tiempo
de la corrida y frecuencia de la adquisicion de datos.
2.- Poner los componentes del sistema que se va a analizar recordando que el volumen
total es de 1.5 mL. Las soluciones y el orden en que se adicionan son:
El amortiguador de fosfatos del pH de interés. Este se debe airear
previamente, igual que el agua en el paso 1.
Sales YNB.
Metanol.
La levadura P. methanolica.
Inmediatamente después de adicionar la biomasa se debe activar la
captura de resultados.
La concentracién de la biomasa empleada debe ser cuantificada para poder
referir el consumo de oxigeno por gramo de biomasa.
Es importante realizar una corrida inicial sin sustrato para conocer la
respiracion endoégena de la biomasa.
3.- Entre una corrida y otra se lava la cAmara con agua destilada.
4.- Al final del experimento los datos se recuperan y se trabaja con ellos en Microsoft ®
Excel 2000. Los datos originalmente estan expresados en % de oxigeno x 10 vs. tiempo
(minutos). Asi para expresar los datos en % se deben dividir entre 10.
Cabe mencionar que en una serie de experimentos se detecté que, antes de adicionar la
biomasa, una vez adicionado el metanol, se presenta un fenémeno de aparente consumo
de oxigeno. Si este comportamiento se ignora, altera el valor real de la velocidad de
consumo de oxigeno por P. methanolica. Se hicieron varias corridas de 20-25 min. para

ver, de manera abibtica, este comportamiento a diferentes concentraciones de metanol.
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En la figura 7.1 se presenta el resultado durante los primeros 7 minutos después de los

cuales el % de oxigeno se mantenia constante.

130 -
© 1418 mmol/L
<£’ O 1281 mmol/L
120 4 § 00‘8% A 974 mmol/L
a°o X 645 mmol/L
2 ' X 406 mmol/L

0 364 mmol/L

=Y
=
o

Oxigeno (%
|_\
3

90

80 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (min)

Fig. 7.1 Efecto del metanol en la solubilidad del oxigeno.

Como se observa en la figura 7.1, cuando se adiciona el metanol en el sistema
experimental, se incrementa el % del oxigeno hasta un 23% durante los primeros 30
segundos. Después el % de oxigeno disminuye durante los siguientes minutos hasta
alcanzar valores entre 90 a 98%. No se observa una relacion entre la concentracion de
metanol y el tiempo necesario para que el % de oxigeno se estabilice.

Considerando que una posible razén de tal fendmeno era que habia oxigeno atrapado en
el metanol, se probo6 burbujear nitrégeno en las soluciones evaluadas para desplazar el
oxigeno. Sin embargo, la respuesta fue la misma.

Esto parece indicar que al ser el metanol un compuesto hidrofilico, su adicién al sistema
hace que exista menos agua disponible para solubilizar el oxigeno presentandose un
fendmeno similar al “salting out” en la precipitacion de compuestos biolégicos como

proteinas.
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Para efectos préacticos, en la determinacion del consumo de oxigeno por la levadura,

primero se ponia el buffer, las sales YNB y el metanol. Se permitia que el sistema se

estabilizara, normalmente entre 5 a 10 minutos, y después se adicionaba la biomasa. Fig.

7.2

Manejo de los datos.

Como se menciond anteriormente, los resultados obtenidos estan expresados en 0/00 de

oxigeno (% de oxigeno x 10 que es la escala del oximetro) vs. tiempo (minutos).

Dividiendo los valores reportados de oxigeno entre 10 se obtiene oxigeno (%) vs. tiempo

(min). Estos datos a su vez se transforman a oxigeno (umol/L) vs. tiempo (min.)

considerando que, a nivel de la ciudad de México, 100% de oxigeno corresponde a

178.25 pmol/L. El consumo de oxigeno se evalud considerando pmol Oy/L¢onsumido= HMOI

OZ/I—inicial - Hm0| OZ/I—al tiempo t (f|g 73)

Aquellos datos asi manejados y obtenidos a partir de la adiciébn de biomasa, se ajustaron

al modelo de Gompertz empleando el programa Microcal ™ Origin® Version 6.0.

Los datos se ajustaron al modelo obteniendo valores de R? superiores a 0.99
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Fig. 7.2. Consumo de oxigeno por P. methanolica.
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140 - MetOH 491.6 mmol/L, pH 3.5
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Fig. 7.3. Consumo de oxigeno por P. methanolica.

Finalmente, a la velocidad de consumo de oxigeno se le resta el valor de la respiracion
enddgena de la levadura para determinar el efecto del factor que se evalu6. La velocidad
de consumo de oxigeno se referencia a la cantidad de biomasa empleada para asi

obtener la velocidad especifica de consumo de oxigeno.

7.2 MODELO DE GOMPERTZ.

El modelo de Gompertz es una funcidon asintética ampliamente empleada en el
modelamiento del crecimiento de plantas y bacterias (Magafa, 2001). Ademas, puede

emplearse para modelar el consumo de un sustrato, en este caso, metanol u oxigeno

(Acufia et. al., 1999).

La ecuacion que describe a esta funcion es:

S =a exp P (ec. 7.1)
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donde S.: sustrato consumido (g/L).
a: Concentracion maxima de sustrato consumido (g/L) [cuando t ® « este término
es igual a la concentracion inicial de sustrato].
b: pardmetro relacionado con las condiciones iniciales (adimensional) [cuando t=0
S.=a exp (-b)].
k: velocidad de consumo de sustrato (h™)

t: tiempo (h).

Haciendo un andlisis de la funcién se tiene que (Magafia, 2001):

ds. . ydexp"b*“p'“)
Al derivar la ec. 7.1 respecto al tiempo dt dt se obtiene la velocidad de

consumo del sustrato en funcién del tiempo:

dsc —a )4) xk )exp(' b expt ") exp(' kt)
dt (ec. 7.2)

Al igualar la ec. 7.2 a cero se obtiene un punto critico (¢ ) definido como:

o In/b)
-k

Para determinar si el punto critico corresponde a un maximo o un minimo es necesario
obtener segunda derivada de la ecuacion de Gompertz. Resolviendo para la segunda

derivada se obtiene:

izc = exp" " ) (a X xk xexp’ O (b xkexp® - K)
dt (ec 7.3)
Evaluando el punto critico en la ec. 7.3 se determina que el valor critico es un maximo ya
que f’(c) <0 .
Al evaluar el punto critico en la primera derivada, para obtener la velocidad maxima de

consumo del sustrato (Vmax), Se obtiene (Magafia, 2001):

V. ., =a*kyexp(-1) =a>k>0.368
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7.3 CURVA PATRON DE METANOL.

Se realizaron curvas patron del metanol en fase gaseosa y liquida y se estuvo
corroborando su validez cada 3 meses.

Fase Gaseosa.

Se emplea un bulbo de vidrio hermético de 0.5L al cual se le adiciona sucesivamente
metanol liquido para obtener, después de la volatilizacién del metanol, concentraciones de
5,10,15,20 y 30 pL/L. Después de la adicion de metanol al bulbo, este se pone en una
incubadora a 30°C por espacio de 60 minutos. Con una jeringa de gases de 1 mL
(Hamilton, Australia) se toma una muestra de 250 pL la cual se inyecta en el cromatédgrafo
de gases. El muestreo es por duplicado.

Los resultados se grafican, concentracion de metanol pL/L vs. area, y se hace una

regresion lineal de los datos (Fig. 7.4).

30 ~

y=4.37E-4x + 1.87E-2
R?=0.99

MetOH (mL/L)
PRrNN
o a1 o a1 o a1

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000

Area
Fig.7.4 Curva patron de metanol en fase gaseosa.

Fase liquida.
Para cuantificar el metanol en la fase liquida se emplea isopropanol como estandar

interno a una concentracion de 196.2 mmol/L. Ademas se preparan soluciones de metanol
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de 122.9, 245.8, 368.7, 491.6, 737.4, 983.2 mmol/L. Ambas soluciones se mezclan, en
proporcion 1:1 y se mantienen en frio para evitar evaporacion de los alcoholes.

Con una jeringa se liquidos se toman muestras de 0.1 — 0.2 pyL para inyectar en el
cromatégrafo de gases.

Los datos se grafican, concentracion de metanol (mmol/L) vs &area metanol / é&rea

isopropanol y se hace una regresion lineal de ellos (Fig. 7.5)

1600 -

1400 -
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oS 1200 4 R?=0.99
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£ 1000
?_3 800 -
< 600 -
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A metanol/Aisopropanol

Fig.7.5 Curva patrén de metanol en fase liquida.

7.4 FACTORES DE CONVERSION Y CURVA PATRON DE COa,.

Como se menciono en la seccion 3.9.3, en los experimentos en medio liquido se trabajo
en un cromatégrafo de gases Gow-Mac. Para transformar los datos de &area
proporcionados por este cromatégrafo en % de CO, y O, se requiere primero determinar
factores de conversion (F). Para determinar estos factores es necesario contar con una
muestra de un gas de composicién conocida (estandar) que en este caso fue: CO,,

9.98%; O,, 21% y N, 69.02% (el N, funciona como estandar interno) 250 uL del estandar
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se inyectan al cromatografo y las areas reportadas por el equipo junto con los datos de

composicion del estandar se sustituyen en las ecuaciones 7.4, 7.5y 7.6.

®6CO,EAreaxN, & Areaxaire o
o0z ~§%0, éAreaXCO EAreaxN, + AreaxO, 7

N ...(ec. 7.4)
& O
FC02 = L:(/ONZ)
N, @ ...(ec. 7.5)
= OON.JGFo 2= 2
Ng SAreax0,0
AreaxN, g ...(ec 7.6)
Realizando este procedimiento se obtuvo que Fco, = 69.24 y Fo, 73.98.
Con estos valores se obtenia el % de CO, y O, mediante las formulas:
EAr CBEAr XN, + Ar 0
R T e
rea e o (ec. 7.7)
SEAr 0
%0, = g, |
AreaxN, g (ec. 7.8)

El CO, y el O, se pueden expresar en gramos considerando la ecuacion 7.9y 7.10.

x o
¢ Vol(L)” P(atm) 86CO,0
= I(
9co, = REMLE. ):E 100 o MC0:)
K>mol g 2 (ec. 7.9)
aE o
¢ Vol(L)" P(atm) 290,08,
g0, ngme9 0, T >0,)
& xmol o o (ec. 7.10)

Para los experimentos de biofiltracidn, se trabajé con el cromatdgrafo de gases Agilent
Technologies 6890N (ver seccion 3.9.3). En el se empleo una muestra de composicion

conocida como estandar la cual contenia 1966 pmol CO,/mol, 1955 umol metano/mol,
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balance en aire. Se inyectaron muestras gaseosas de 250 pL y con estos datos se obtuvo
un gréfico de g CO,/L vs. &rea (se transforma el valor de pmol CO,/mol en g/L empleando
la ecuacion de los gases ideales). Los datos graficados se ajustaron mediante una

regresion lineal obteniéndose g CO,/L= 1.94E-3 + 1.03E-6 con R*= 0.99.

109



