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2. RESUMEN

La concentracién atmosférica de N,O ha aumentado de forma sustancial a lo largo de las
ultimas décadas, principalmente como resultado del desarrollo industrial, que ha afectado de
forma significativa al ciclo global del nitrégeno en la atmdsfera. La implementaciéon de un
tratamiento posterior de las emisiones atmosféricas de dichas actividades industriales
cargadas de N,0O se convertird en obligatorio cara al futuro, debido a la elevada contribucidn
de este GEI al calentamiento global. A este respecto, las biotecnologias podrian ofrecer una
plataforma sencilla y rentable para su tratamiento. El proyecto se centrd en el estudio de la
eliminacion biolégica de N,O de origen industrial junto con la coproduccién simultanea de
biopolimeros en columnas de burbujeo alimentadas con dos fuentes de donador de
electrones. Se evalud el tratamiento de emisiones atmosféricas cargadas con N,O en dos
columnas de burbujeo (R1 y R2), con 2,3 L de volumen de trabajo util inoculados por igual con
1 L de indculo de Paracoccus denitrificans y 1,3 L de medio mineral. La mezcla de gases
sintética poseia las caracteristicas tipicas de la emisién de una planta de produccién de acido
nitrico. La misma fue obtenida mezclando los gases de unas bombonas de N,O (gas de
calibracion a 50000 ppm, de N,O en N, como matriz) y N,, ademas de aire proveniente de un
compresor. En la etapa |, R1 y R2 se operaron de forma similar con metanol como donador de
electrones, mientras que en la etapa ll, metanol se usé en R1 vy glicerol en R2). La eficiencia de
eliminacion del N,O que presento R1 fue del 88+3%, mientras que en R2 se pudo registrar una
eficiencia de eliminacion del 88+3%. Una vez realizado el cambio de fuente de
carbono/energia de metanol a glicerol, la eficiencia de eliminacién de R1 se mantuvo en un
valor medio de 88+5%. Del mismo modo, R2, cuyas condiciones de operacién no fueron
modificadas con respecto a la etapa |, presentd un leve incremento en la eficiencia de
eliminacion de N,0 (911£2%). La acumulacion celular del copolimero PHBV en la etapa l en R1y
R2 se mantuvo similar en ambos reactores, con un contenido en estado estacionario de 44+3%
y 4416%. Una vez realizado el cambio de fuente de carbono en el R1, la acumulaciéon de PHBV
se vio disminuida a valores cercanos a 2316%. Del mismo modo, la acumulacién registrada en
el R2 también disminuyd, aunque de forma menos considerable, llegando a una media de
2916%.
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3. INTRODUCCION

3.1. Cambio Climatico y Efecto Invernadero

La contaminacién atmosférica forma parte de la vida moderna, como consecuencia del ritmo
de vida actual que se ha instaurado en la sociedad: la construccidn de ciudades, su
distribucidn, el mercado de materiales, utilizacién de energia, etc. El aumento de la poblacién
junto con una industrializacién conllevé a un aumento progresivo de esa contaminacion en la
atmosfera, lo que supone un mayor dafo y riesgo para la seguridad y la salud de las personas y
los ecosistemas naturales (Warner, 2004).

Uno de los principales problemas causados por el aumento de contaminantes atmosféricos es
el llamado cambio climatico. El Panel Intergubernamental del Cambio Climatico (IPCC) define
el cambio climatico como una variacidon en el estado del clima identificable (por ejemplo,
mediante analisis estadisticos) a raiz de un cambio en el valor medio y/o en la variabilidad de
sus propiedades, y que persiste durante un periodo prolongado, generalmente cifrado en
decenios o en periodos mas largos. Denota todo cambio del clima a lo largo del tiempo, tanto
si es debido a la variabilidad natural como si es consecuencia de la actividad humana. En la
actualidad, el cambio del clima se encuentra originado por un calentamiento global (causado
por factores antropogénicos), que hace referencia al aumento de la temperatura sobre la base
de la temperatura media en toda la superficie de la Tierra (Figura 1).

La temperatura de la Tierra es resultado de un equilibrio entre la energia que recibe del Sol
(radiacién solar) y la energia que libera al espacio exterior. Alrededor de la mitad de la
radiacion solar que recibe la Tierra y su atmdsfera se absorbe en la superficie. La otra mitad es
absorbida por la atmdsfera o vuelve a emitirse al espacio por las nubes, pequefias particulas en
la atmodsfera, la nieve, el hielo y los desiertos en la superficie terrestre. Parte de la energia
absorbida en la superficie terrestre vuelve a irradiarse a la atmdsfera y al espacio en forma de
energia calorifica o térmica. En la atmdsfera, no toda la radiacion térmica emitida por la Tierra
alcanza el espacio exterior. Parte de esta es absorbida y reflejada de nuevo hacia la superficie
de la Tierra por las moléculas de los gases de efecto invernadero (GEl) presentes en la
atmoésfera, lo que da lugar a una temperatura media global en torno a 14°C, muy superior a la
temperatura de -19°C que sentiriamos sin el efecto invernadero natural. La accidn del hombre
influye de forma significativa sobre las concentraciones de algunos GEIl, como el didxido de
carbono (CO,), metano (CH,) y éxido nitroso (N,0),aunque no asi en otros, como el vapor de
agua (WMO, 2015).
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EL EFECTO INVERNADERO EL CALENTAMIENTO GLOBAL
Es el calentamiento natural de la Tierra, Los gases de efecto invernadero, Es el incremento a largo plazo en la temperatura promedio de la atmésfera.

presentes en la atmdsfera, retienen parte del calor del Sol Se debe a la emisidn de gases de efecto invernadero que se desprenden
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Figura 1. Esquema del calentamiento global y sus causas. (Fuente: IPCC, 2007)

En un acuerdo institucional conocido como el Protocolo de Kioto, que tuvo su origen en la
Convencidén Marco de las Naciones Unidas sobre el Cambio Climatico en 1992, se establecieron
los objetivos de comunidad internacional en materia de reduccidn de emisiones de GEls. En el
caso de la Unidn Europea, los objetivos para el afio 2020 son:

e Reduccion del 20% de las emisiones de gases de efecto invernadero con respecto a
1990

e 20% del consumo total de energia procedente de energias renovables

e Incremento del 20% de la eficiencia energética

Los dos gases mas abundantes en la atmdsfera, el nitrégeno (que representa el 78% de la
atmodsfera seca) y el oxigeno (que representa el 21%), apenas provocan efecto invernadero. En
cambio, el efecto invernadero proviene de moléculas mds complejas y mucho menos comunes.
El vapor de agua es el gas de efecto invernadero mas importante y el CO, es el segundo en
importancia. El CH,, el N,O, el O; y otros gases presentes en la atmdsfera en pequefas
cantidades contribuyen también al efecto invernadero (IPCC, 2007).

Dentro de estos, el N,O serd el GEl a estudiar en este trabajo por ser el tercer GEls mas
relevante y aquel sobre el que existe un menor desarrollo de tecnologias de tratamiento. Este
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compuesto es un gas inerte y tiene un potencial de calentamiento global 300 veces superior al
del CO,. Su concentracion atmosférica ha ido aumentando desde los 270 ppb, previo al
desarrollo industrial, hasta los 324 ppb, que se reporta en la actualidad (con un incremento
medio de 0,75 ppb, por afio). Entre 1960 y 1999, las concentraciones de N,O crecieron a una
velocidad dos veces mayor que cualquier periodo anterior (Figura 2). En la actualidad, las
emisiones de N,O representan un 6,2% del total de emisiones de GEls (IPCC, 2013).

Las fuentes antropogénicas de N,O a la atmdsfera son aproximadamente un 40% del total de
emisiones, mientras que las fuentes naturales de N,O son aproximadamente un 60%. Entre las
fuentes naturales del N,O estan los océanos, la oxidacién quimica del amoniaco en la
atmédsfera y los suelos. Entre las actividades humanas que emiten N,O se incluyen la
transformacion de fertilizantes de nitréogeno a N,0 y las emisiones posteriores de los suelos
agricolas, la quema de biomasa, la cria de animales y ciertas actividades industriales como la
fabricacion de 4cido nitrico y adipico (Figura 3). La industria de produccién de acido nitrico
(materia prima principal en la produccién de nylon) es la fuente de N,O de origen industrial
mas importante, con emisiones anuales promedio de 400 Kton de N,O (Pérez- Ramirez et al.,
2002) y una composicién tipica de 100-3500 ppm, de NO,, 300-3500 ppm, de N,0, 1-4 % de O,
y 0.3-2 % de H,0 (en una matriz de N,) (Hussain et al.,, 2014). Una vez emitido, el N,O
permanece en la atmédsfera durante unos 114 anos antes de su destruccion en la estratosfera
(IPCC, 2008).
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8 =¥l 21005
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250 [ . . . . i
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Figura2. Evolucion de la concentracion del 6xido nitroso en la atmdsfera. (Fuente: IPCC, 2013)
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Figura 3. Emisiones de N,O naturales frente a emisiones antropogénicas en el afio 2005 y las fuentes de
generacion. (Fuente: Davidson et al., 2014)

3.2. Eliminacion del N20O

Hasta la fecha, la investigacion sobre el control de emisiones de N,O ha sido principalmente
enfocado en la minimizacion y/o la prevencién de la generacion de N,O y su liberacion a la
atmoésfera (Lopez et al., 2013). Sin embargo, es probable que la implementacién de estrategias
de control de N,O se convierta en obligatoria en los préximos afios debido a la elevada
contribucidn de este GEI al calentamiento global, como ya se ha mencionado. Solamente las
tecnologias fisicoquimicas tales como la descomposiciéon térmica, reduccion catalitica o la
adsorcién se han utilizado para la eliminacién de N,O en emisiones industriales. La aplicacion
de estos métodos de reduccién de N,O por lo general implica el consumo de productos
guimicos costosos y/o peligrosos, un elevado aporte de energia y la generacién de
contaminantes secundarios.

Por el contrario, las biotecnologias podrian ofrecer una plataforma mas sencilla y rentable para
la eliminacién de N,O puesto que sus requerimientos energéticos son menores y no es
necesaria la utilizacion de peligrosos productos quimicos o catalizadores. Ademas, los
productos finales derivados de la biodegradacién de N,O (CO,, N,y de biomasa) presentan una
naturaleza inocua (Devinny et al., 1999; Boswell, 2001). Aunque el nimero de estudios sobre
la aplicacion de reactores bioldgicos para la eliminacién de N,O es escasa, el potencial para el
tratamiento de diferentes gases contaminantes ha sido demostrado en diversos estudios
(Lépez et al., 2013; Desloover et al., 2011; Utami et al., 2012; Frutos et al., 2014; Frutos et al.,
2016). En este sentido, resulta imperante el estudio de sistemas bioldgicos
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medioambientalmente sostenibles para el tratamiento de N,O de origen industrial y asi hacer
frente a las actuales y futuras exigencias de control de emisiones de manera sustentable.

3.3. Produccion de biopolimeros

Desde la revolucién industrial, la actividad humana se ha centrado en el crecimiento
econdémico y en el aumento del nivel de vida. El bienestar se ha asociado a la idea de alcanzar
niveles cada vez mas elevados de produccion, abastecimiento, comunicaciones, transportes,
etc. La problemadtica deriva en que cuanto mas se consume, se requieren mas recursos y se
generan mas residuos. A este respecto, merece la pena mencionar los residuos generados por
materiales plasticos, que se han convertido en un material muy popular y con multiples usos.
El plastico es sencillo de fabricar, y dura mucho tiempo, por lo que facilmente en la vida
cotidiana es convertido en residuo. Los plasticos producidos en base a derivados del petrdleo,
un recurso no renovable, son materiales poco biodegradables en el ambiente, por lo que su
disposicidon genera un problema de acumulacién en los rellenos sanitarios y en la actualidad
hasta en los océanos. En base a esta problematica, muchos avances se han logrado en la
produccién de biopolimeros biodegradables y de fuentes renovables que poseen
caracteristicas similares a aquellos convencionales derivados del petréleo.

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son los biopolimeros usualmente estudiados para la
produccién de biopldsticos o plasticos biodegradables. Los PHAs son compuestos de reserva
producidos por bacterias sometidas a condiciones de estrés (limitaciéon de ciertos elementos
como el fésforo, nitrégeno o la falta de oxigeno en exceso de carbono), las cuales los sintetizan
en varias formas quimicas. Los PHAs mayormente estudiados son el polihidroxibutirato (PHB) y
el copolimero Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV). Estos comparten con los
polimeros convencionales (derivados del petréleo) propiedades fisico/quimicas similares como
punto de fusidon, peso molecular y resistencia a la traccién, lo que los convierte en una
alternativa respetuosa con el medio ambiente por su biodegradabilidad y su origen renovable
(Chanprateep, 2010). Estos PHAs biosintéticos han recibido atencién como fuentes para el
desarrollo de nuevos materiales plasticos biodegradables, que como ya se ha mencionado,
evitarian la problematica de la generacion de residuos.

Entre las aplicaciones potenciales de los PHA se encuentras las industrias quimicas y
farmacéuticas, principalmente debido a su biodegradabilidad. Por ejemplo, el
polihidroxibutirato, primer miembro conocido de esta familia, tiene propiedades mecanicas
semejantes a la del polipropileno, con la ventaja agregada ya mencionada de su
biodegradabilidad. Sin embargo, en la actualidad no es un material que pueda desplazar al
polipropileno, debido a que la diferencia de precio es muy grande. Su biodegradabilidad los
convierte en potenciales materiales de reemplazo de tejidos muertos o no funcionales,
soporte para liberacion lenta de medicamentos o de crecimiento de células, material de sutura
y de recubrimiento de implantes, etc. Muchos son los microorganismos capaces de producir
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estos compuestos de interés bajo ciertas condiciones de crecimiento. Algunas de las especies
mds conocidas son Paracoccus denitrificans, Pseudomonas aeruginosa y Ralstonia eutropha.
Estos microorganismos han demostrado una gran capacidad de acumulacion de PHA (del 10 al
70% de peso de la biomasa) bajo diferentes condiciones de crecimiento y sustratos (Yamane,
1996; Saharan et al., 2014).

En este contexto, la aplicacién de sistemas biolégicos para el tratamiento de emisiones
industriales de N,O como las producidas en las plantas de produccion de acido nitrico capaces
de sintetizar un compuesto de valor afiadido como los PHAs, puede resultar en una interesante
alternativa para rentabilizar los sistemas de eliminacién de estos gases contaminantes vy
mitigar el avance del calentamiento global por factores antropogénicos.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Estudio de la eliminacion bioldgica de N,O de origen industrial junto con la coproducciéon
simultanea de biopolimeros en columnas de burbujeo alimentadas con dos fuentes de
donador de electrones.

4.2. Objetivos especificos

Evaluar la eficacia de dos columnas de burbujeo, inoculadas con un cultivo desnitrificante de
Paracoccus denitrificans, para la eliminacién biolégica del N,O presente en emisiones de
plantas de produccidn de acido nitrico.

Estudio de la capacidad de acumulacion de PHBYV del cultivo desnitrificante utilizando metanol
y glicerol como fuentes de carbono/energia en el proceso de eliminacion del N,O.

Influencia del tipo de fuente de carbono/energia en los principales pardmetros microbiolédgicos
del proceso.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Cultivo de microorganismos

El indculo utilizado en esta experimentacién proviene de un biorreactor operado por un
periodo de 180 dias con metanol como fuente de carbono/energia y N,O como aceptor de
electrones. Dicho reactor fue inicialmente inoculado con la cepa Paracoccus denitrificans (DSM
413) adquirida de la empresa DSMZ (Braunschweig, Alemania) y al inicio de este experimento
la abundancia de la cepa cultivada constituia mas del 50 % de la poblacidn bacteriana, como se
estimd de una analisis del cultivo por FISH (Figura 4).

Figura 4. Bacteria Paracoccus denitrificans, vistas al microscopio. (Fuente: propia)

5.2. Equipo experimental

El sistema propuesto para el tratamiento de N,O de origen industrial estuvo compuesto de dos
columnas de burbujeo (R1 y R2, ambas de cristal), con 2,3 L de volumen de trabajo util
inoculados por igual con 1 L de inéculo y 1,3 L de medio mineral (ver anexo).
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EMISION SINTETICA
DE OXIDO NITROSO

Figura 5. Sistema experimental empleado para la degradacion de N,0 mediante desnitrificacion heterotrofica.
(Fuente: Propia)

La mezcla de gases sintética poseia las caracteristicas tipicas de la emisidon de una planta de
produccién de acido nitrico. La misma fue obtenida mezclando los gases de unas bombonas de
N,O (gas de calibracidon a 50000 ppm, de N,O en N, como matriz) y N,, ademas de aire
proveniente de un compresor. Los diferentes flujos de gases fueron regulados mediante
controladores de flujo masico (Aalborg, Dinamarca) y rotdmetros (Figura 5y 6). De este modo
se consiguié una composicion media de 3540+387 ppm, de N,O con 1,07+0,07% de O, en N, a
la entrada del R1y 35174409 ppm, de N,0 con 1,08+0,07% de O, en N, a la entrada del R2. Los
reactores R1y R2 fueron operados a unos flujos de gases de entrada de 141+5,95 y 138,4+6,54
mL min™ respectivamente, resultando en un tiempo de residencia del gas (TRG) cercano a los
17 min.

Metanol (CH;0H) puro fue afiadido al sistema por medio de una bomba de jeringa conectada a
la linea de gases antes de la entrada a ambos reactores. Mediante este sistema experimental,
el metanol se volatilizaba para ser posteriormente transferido desde la emisién contaminante
al caldo de cultivo, para su uso como fuente de carbono y donador de electrones por P.
denitrificans. Los sistemas fueron operados en una habitacién de temperatura controlada a
259C. Por su parte, el glicerol fue inyectado también mediante una bomba de jeringa, pero en
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este caso directamente al biorreactor en forma de dilucién acuosa a una concentraciéon de 441

: -1
g glicerol L.
Ett ’ "’
p—e S —
INYECCION MNYECOON
METAROL GLICEROL /
\ ROTAMETROS |
Shac m
.
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Figura 6. Esquema del proceso de biodegradacion bioldgica de N,O empleado metanol y glicerol (Fuente: Propia)

4.3. Condiciones de operacion

Se diferenciaron dos etapas durante el transcurso del experimento con el fin de evaluarla
eficiencia de la eliminacion de N,O y la acumulacién celular del biopolimero PHBV. En la
primera etapa (Etapa |), ambos reactores fueron operados con CH;OH como la Unica fuente de
carbono/energia para los procesos metabdlicos con una carga de carbono de 139 g C m>d™.
Esta etapa | tuvo una duracidn de 64 dias. En la Etapa Il (dias 65 al 100), la fuente de carbono
de R1 fue remplazada por glicerol manteniendo la misma carga de carbono que en la etapa
anterior, mientras que R2 fue operado bajo las mismas condiciones de la etapa inicial, a modo
de reactor control.

Se tomaron muestras diarias del gas entrante y saliente para el andlisis de N,O, O, y CO,, asi
como la presion de la corriente gaseosa de entrada en ambos sistemas. Cada cuatro dias se
tomaron muestras de 300 mL de caldo de cultivo de ambos reactores, sustituyéndose ese
mismo volumen por medio mineral (ver anexo). El bajo contenido de nitrogeno (NH,Cl) en el
medio mineral resulté en una carga diaria de 2,2 g N m™ d, la cual permitia la operacién bajo
el régimen de abundancia/limitacion del nutriente y por consiguiente se favorecid la
produccién del biopolimero de interés. De los 300 mL extraidos de cada reactor, se
determinaron las concentraciones de carbono organico total (COT), carbono inorganico (Cl),
nitrogeno total (NT), CH;OH disuelto, glicerol (solo en la etapa Il), PHBV y sélidos suspendidos
totales (SST).
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4.4. Procedimiento analitico

Las concentraciones de CO,, N, y O, se analizaron mediante un cromatégrafo de gases con un
detector de conductividad térmica (Bruker 430-GC-TCD, Palo Alto, EE.UU.) equipado con
columnas CP-Molsieve5A (15 m x 0.53 um x 15 um) y CP-PoraBOND Q (25 m x 0.53 um x 10
pum) con temperaturas de detector, inyector y horno de 200, 150 y 40°C respetivamente. La
concentracién de N,O se determind mediante un cromatégrafo de gases con detector de
captura de electrones (BrukerScion 436-GC-ECD, Palo Alto, EE.UU.) equipado con una columna
empacada HS-Q (Im x 2 mm x 3.18 mm) con temperaturas de detector, inyector y horno de
300, 100 y 409C, respectivamente. Las concentraciones de COT, Cl y NT fueron determinadas
mediante el uso de un analizador Shimadzu TOC-VCSH (Japdn), equipado con un médulo de
guimioluminiscencia TNM-1. La concentracidon de CH;OH se determind en un cromatégrafo de
gases con detector de ionizacion de llama (Bruker 3900 GC-FID, Palo Alto, EE.UU.) equipado
con una columna capilar Supelcowax (15 m x 0,25 mm x 0,25 m). Las temperaturas del inyector
y del detector del cromatdgrafo se mantuvieron a 200 y 250 oC, respectivamente.

El pH fue determinado mediante un medidor de pH Crison basic 20. Los sdélidos suspendidos
totales se realizaron siguiendo el protocolo de métodos estandarizados (APHA 2005).

Para la determinacién de glicerol, se utilizé el método desarrollado por Sluiter et al., (2008),
para la determinacidon de los azlcares o sus derivados, y productos de degradacion en
muestras de proceso fraccion liquida, mediante el uso de cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC) con una columna HPX-87H de Bio-Rad a 50°C con 5mM de H,50, como
fase movil a 0,6 ml/min™. El detector utilizado fue el de indice de refraccién (Waters, 2414). Se
prepararon patrones de 0,05 a 0,8 g L™ para la recta de calibrado en el andlisis.

Para cuantificar la concentracién de PHBV, 2 ml del caldo de cultivo se centrifugaron a 9000
rpm durante 15 min y el pellet de la biomasa obtenida fue procesado de acuerdo con Zuiiiga et
al., (2011), utilizando cloroformo como disolvente de extraccion. El PHBV extraido se midié
mediante un cromatdgrafo de gases con espectrémetro de masas (Agilent Technologies: GC
System 7820A MSD 5977E, Santa Clara, EE.UU.) equipado con una columna DB-WAX (30 m x
250 m x 0,25 m) con las temperaturas del detector y el inyector a 250 2C. La temperatura del
horno se mantuvo inicialmente a 40 ° C durante 5 min, se incrementd a una velocidad de 10 2C
min™ hasta 200 °C y se mantuvo a esta temperatura durante 5 min. Las muestras fueron
inyectadas con una relacion de split de 1:10.
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Figura 7. Instrumentacion analitica utilizada en el laboratorio para la monitorizacién de los reactores. De
izquierda a derecha: bomba de jeringa, analizador COT/NT, medidor de pH, cromatégrafos de gases ECD, FIC, TCD
y cromatoégrafo de masas. (Fuente: propia)

4.5. Calculos realizados

La concentracién de entrada de CO, fue calculada en base a la siguiente expresién, en g m™:

COy(entrada) = ———

1+ 1000

Donde A es el dreade entradade CO, al sistema medida con el cromatégrafo, P la presién de
entrada al sistema en mbar y d la pendiente de la recta de calibrado.

La concentracidon de salida de CO,, por el contrario, se mide por otra expresién:
] A
CO,(salida) = ]

La produccién de CO,(g m™ d™") se puede calcular mediante la siguiente ecuacion:

(Cozsalida B COZentrada) * F
Ve

Producciéon CO, =

Donde F es el flujo de la corriente gaseosa de entrada al reactor y V, es el volumen del reactor.
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La concentracidn de entrada de N,O fue calculada a partir de la siguiente ecuacién, en ppm,:

[SH N

N,O (entrada) = 5

1+——
1000

Donde P es a presion de entrada al sistema,A el promedio de areas obtenidas en el
cromatégrafoy d es la pendiente de la recta de calibrado.

La concentracién salida de N,O se calcula a partir de la siguiente expresidn, expresada como
ppm,:

A
N, 0 (salida) = 7l

Donde A es el promedio de 4dreas obtenidas en el cromatégrafo de gases-ECD
correspondientes a la salida del sistema y d es la pendiente de la recta de calibrado.

Para la eliminacién del 6xido nitroso, se emplea la siguiente ecuacion, expresada en %:

o [N20 entrada] — [N20 salida]
Eliminacion = * 100
[N20 entrada]

La concentracién de entrada de metanol en fasegas al sistema se puede calcular mediante la
siguiente expresién, en mg L™

CH;0H (entrada) =

1+ 1000

Donde P es a presion de entrada al sistema medida en mbar, A el promedio de areas obtenidas
en el cromatdgrafo de gases-FID y d es la pendiente obtenida en la recta de calibrado.

La salida de CH;OH se calcula a partir de la siguiente expresion, expresada como mgL™:
] A
CH;0H (salida) = 7l

Para calcular la concentracion de metanol disuelta en el medio de cultivo, la calculamos de la
siguiente forma:

A
CH;O0H (disuelto) = ]

Para el calculo del porcentaje de acumulacidn celular del copolimero PHBV, se utilizé la
siguiente expresion:
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PHBV, %V,
PHBV (%) = | ————2] %100

SST + V,

Donde PHBV_es la concentracidon de biopolimero obtenida por el andlisis cromatdgrafo, SST es
la concentracidn de la biomasa en cada reactor medida como sélidos suspendido total, Vyy V,
corresponden al volumen de cloroformo afiadido a los pellets de biomasa centrifugada para su
digestion, y al volumen de la muestra del cultivo centrifugada para su digestién. Se utilizé un
patrén de PHBV de pureza superior a 99% con una razén molar del homopolimero PHV de 12%
equivalente a relacién masa/masa de 14% del copolimero PHBV (Sigma-Aldrich, Madrid).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Eficacia de la eliminacion del N20 con diferentes fuentes de
carbono/energia

A lo largo de las dos etapas de operacion, el pH se mantuvo constante en los dos reactores,
independientemente de las condiciones de operacion y de la fuente de carbono y donador de
electrones empleadas. De esta forma, el pH del R1 se mantuvo en 6,87+0,1, mientras que en el
R2 permanecid con un pH de 6,82+0,03 a lo largo de todo el experimento.

Del mismo modo, la eficiencia de eliminacion del N,O observada en ambos reactores se
mantuvo similar en la etapa |. De media, R1 presentd una eficiencia de eliminacion del
88,5+3%, mientras que en R2 se pudo registrar una eficiencia de eliminaciéon del 87,8+3%
(Figura 8).
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Figura 8. Valores de concentracion de N,O gas a la entrada (linea azul) y salida (linea roja) con el porcentaje de
eliminacidn (linea verde) del N,O en el R1 (figura superior) y R2 (figura inferior). La linea negra indica el inicio de
la etapa Il (Fuente: propia).
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Durante la etapa |, la eliminacién de N,O tuvo lugar mediante desnitrificacién andxica en la
gue la que el metanol aportd el carbono necesario para el crecimiento de P. denitrificans y la
acumulacién de PHBV, y los electrones para llevar acabo la reducciéon de N,O a N,. La ecuacion
1 muestra la estequiometria de la reduccion de N,O con metanol:

CH;OH + 3N,0-> CO, + 3N, + 2H,0 (Ec. 1)

A partir del dia 65 de operacién se realizd el cambio de fuente de carbono y donador de
electrones (etapa Il). Este cambio no resultd en ninguna variacion en la eficiencia de
eliminacién de R1, donde se mantuvo un valor medio de 88+5%. Del mismo modo, R2, cuyas
condiciones de operacién no fueron modificadas con respecto a la etapa |, presentd un leve
incremento en la eficiencia de eliminacidn de N,O (91+2%) aunque podria considerarse
insignificante debido a la desviacién de los valores de concentracion y eliminacién de N,O. El
glicerol durante esta etapa Il permitié la reduccidon de N,0 a N, de acuerdo a la ecuacién 2.

C3H3g05 + 7N,0-> 3CO, + 7N, + 4H,0 (Ec. 2)

Alumno: Barriguin Garcia, Gonzalo
Titulacion: Master en Ingenieria Ambiental- Escuela de Ingenierias industriales
Universidad de Valladolid

22



Eliminacién bioldgica de éxido nitroso y produccion simultanea de biopolimeros

En cuanto a la produccidén de CO, generada por la oxidacién bacteriana de la fuente de
carbono, el R1 en la etapa | registré una produccién media de 296+16g m>d* de CO, (Figura 9).
Por otro lado, la produccidn de CO, observada en R2 se mantuvo en una media de 281+15g m?
d! de CO, en la etapa I. Una vez realizado el cambio correspondiente a la etapa II, se pudo
comprobar un aumento de la producciéon de CO, en R1, con una producciéon promedio de CO,
de 334427g m> d™. Por su parte, R2 mantuvo una producciéon de 302+20 g m> d* de CO,,

similar a la registrada en la etapa | (Figura 9).
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Figura 9. Produccion de CO, en R1 (linea roja) y el R2 (linea verde) durante la reduccion biolégica de N,O. La linea
vertical negra representa el momento del cambio de la fuente de carbono/energia. (Fuente: propia)

La concentracion de sélidos observada al inicio de la operacién de ambos reactores fue de
aproximadamente 500 mg SST L7, la cual fue aumentando hasta llegar a unos valores estables
después de algo mas de 30 dias de operacion. Asi, las concentraciones de SST registradas
durante el estado estacionario en la etapa | en R1 fueron de 12424154 mg L™, mientras que las
registradas en R2 fueron de 1087+53 mg L™ (Figura 10). Esta diferencia observada concuerda
con la mayor produccién de CO, descrita en el parrafo anterior, donde el R1 presentd una
mayor produccién de didxido de carbono debido a una mayor concentracién de sélidos (SST)
en el sistema. Posteriormente al cambio de fuente de carbono en R1, se observd un aumento
paulatino de la concentracion de sélidos totales en el cultivo, llegando a un promedio de
2167+280 mg L™ (Figura 10). Fue dificil estimar si este aumento pueda atribuirse al cambio de
la fuente de carbono, debido a que la concentracién de SST en R2 registré un aumento similar,
llegando a valores medios de 1603+92 mg L™.Sin embargo, si se puede considerar la diferencia
de concentraciones de biomasa observadas en los reactores como significativa teniendo en
cuenta que el glicerol es un compuesto organico energéticamente mas favorable que el
metanol para la reduccién de N,O, y esto pudo haber repercutido en un mayor crecimiento
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celular en R1. Por otro lado, el aumento inesperado en la concentracion de sélidos del R2 pudo
haberse debido a una contaminacién del medio de cultivo por parte de otras bacterias capaces
de emplear N,O como aceptor de electrones y metanol como fuente de carbono y energia.
Como bien puede observarse, los sistemas no llegaron a un estado estacionario hasta después
de 30 dias de operacién, lo que confirma las bajas velocidades de crecimiento de la bacteria
Paracoccus denitrificans. En este sentido, una contaminacién con otras especies que dispongan
de una tasa de crecimiento mas elevada conllevaria a un aumento de la concentracién de
solidos en los reactores.
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Figura 10. Evolucidon con el tiempo de la concentracion de sélidos suspendidos totales. La linea roja representa la
concentracion de biomasa en R1, mientras que la linea verde representa la concentracion de biomasa en R2, en
las mismas unidades. La linea vertical negra representa el momento del cambio de fuente de energia. (Fuente:
propia)

El hecho de que el aumento en la concentracién de biomasa en ambos reactores durante la
etapa Il no conllevase un aumento en la eficiencia de eliminacion de N,0 confirmd que el
proceso de biodegradacidon de N,O en ambos sistemas estuvo limitado por el transporte de
N,O desde la emisidn gaseosa al medio de cultivo que contiene los microorganismos.

Por otro lado, la adicién de metanol al sistema para mantener concentraciones de carbono en
exceso en la etapa | conllevé una concentracién promedio de COT de 37056 mg L™ y 452479
mg L™ en el caldo de cultivo de R1y R2, respectivamente (Figura 11). La mayor acumulacién de
carbono orgdnico disuelto en R2 pudo estar correlacionada con una menor concentracién de
los SST, de forma que no todo el carbono suministrado se utilizé para la reduccién de N,O. La
estabilizacidon de los valores de COT en esta primera etapa coincide con la llegada a estado
estacionario de los valores de SST.
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En la etapa Il, con el suministro de glicerol como la fuente de carbono en R1 se pudo observar
una disminucién paulatina de la disponibilidad de COT en el medio. Llegado el dia 84 de
operacion, el sistema entra en un estado estacionario donde la concentracién de COT
promedio fue 75+5mg L™. La presencia de COT en R1 pudo deberse a metabolitos liberados
por la actividad bioldgica bacteriana, debido a que no se detecté glicerol en los andlisis
realizados. Por otro lado, los valores de COT en R2 se mantuvieron relativamente constantes
aunque con una disminucién (416422 mg L) en comparacion a la etapa anterior debido,
probablemente, al aumento en la concentracidn de los SST.
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Figura 11. Concentracion de COT en R1 (linea roja) y R2 (linea verde). La linea vertical negra representa el
momento del cambio de la fuente de carbono (Fuente: propia).

5.2. Acumulacion de PHBV durante la eliminacion de N20

En la etapa I, la acumulacién celular del copolimero PHBV en R1 y R2 se mantuvo similar en
ambos reactores, con un contenido en estado estacionario de 44+3% y 44+6%. Una vez
realizado el cambio de fuente de carbono en el R1, la acumulacion de PHBV se vio disminuida a
valores cercanos a 23+6% (Figura 12). Del mismo modo, la acumulacion registrada en el R2
también disminuyd, aunque de forma menos considerable, llegando a una media de 29+6%.
Esta disminucion en la capacidad de acumulacion del biopolimero en R2, a pesar de no haber
sufrido ninguna variacién en las condiciones de operacién, pudo haber sido consecuencia de la
contaminacion biolégica del mismo. En este contexto, microorganismos que no poseen la
capacidad de sintetizar este compuesto como una reserva energética pudieron haberse
desarrollado en el cultivo, desplazando a aquellos con la capacidad de producir PHBV.
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Figura 12. Evolucion con el tiempo de la concentracion de PHB (puntos azules) y nitrégeno total presente en el
reactor (puntos rojos). La grafica superior representa R1 mientras que la grafica inferior representa R2. (Fuente:

propia)
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Figura 13. Contenido intracelular del polimero PHBV (en azul en R1y en rojo el R2) y del homopolimero PHV (en
verde el R1y en morado el R2) en las dos etapas de operacion (Fuente: propia)

Por otro lado, es importante destacar el efecto de la fuente de carbono en la sintesis del
homopolimero PHV dentro del copolimero PHBV. En este sentido, mediante los andlisis
efectuados con el cromatdgrafo de masas, se pudo observar que en la Etapa | la sintesis de
PHV dentro del copolimero PHBV presentaba solamente un 0,57% en ambos reactores. Sin
embargo, después del cambio de fuente de carbono/energia en la Etapa Il se registré una
composicidon de PHV media de mas del 1,7% en R1. Por otro lado, el cultivo en R2 no presenté
variacion significativa en lo que respecta a la proporcién de PHV/PHBV, manteniéndose en el
1% aproximadamente. Estos resultados demuestran que el glicerol puede ser una fuente
alternativa interesante cuando se requiere de biopolimeros con caracteristicas especificas. A
modo de ejemplo, las propiedades fisico-quimicas del copolimero PHBV mejoran al aumentar
la proporcién de homopolimero PHV. Un mayor ratio PHV/PHBV confiere al polimero una
menor cristalinidad y punto de fusidn, lo que aumenta el rango de aplicacién del mismo.
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6. CONCLUSIONES

1. La eficiencia de eliminacion del N,O observada en ambos reactores se mantuvo
similaren la etapa I. La adicion de glicerol en lugar de metanol como fuente de carbono
y energia no conllevé una variacion significativa en la capacidad de eliminacion de N,O
del sistema.

2. La adicién de glicerol en R1 conllevé un aumento en la concentracién de biomasa,
aumento que también se registré en reactor suplementado con metanol, aunque no
de forma tan elevada. Mientras que el aumento en R1 se pudo deber a la mejor
asimilacion de glicerol por parte de P. denitrificans, el aumento en R2 se debié a la
contaminacion del cultivo.

3. Elaumento en la concentracidon de biomasa en la etapa Il no resulté en un aumento en
la eficiencia de eliminacidn del GEI modelo en ninguno de los sistemas, lo que indicd
gue la eliminacién de N,0 estuvo limitada por el transporte de N,O desde la fase gas al
medio de cultivo.

4. Los sistemas no alcanzaron un estado estacionario hasta después de 30 dias de
operacion, lo que confirmd el crecimiento lento de la bacteria Paracoccus denitrificans.

5. La produccion del copolimero PHBV fue similar en ambos reactores cuando se
alimentaron con metanol. La adicidn de glicerol conllevd menores contenidos de
biopolimero que en la etapa I, aunque similares a los obtenidos en la etapa Il con
metanol debido a la contaminacién del cultivo. El uso de metanol como fuente de
carbono y energia soportd un aumento del porcentaje de PHV en el copolimero.
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8. ANEXOS

Tabla 1. Composicion del medio mineral.

Elemento Concentracion Unidades
Na,HPO, -12H,0 6,14 g/L
KH,PO, 1,52 g/L
NH,CI 0,26 g/L
MgS0,-7H,0 0,20 g/L
CaCl,-2 H,0 0,05 g/L
Solucion de elementos traza SL-4 10 mL/L
pH 7,00

Elemento Concentracion Unidades
EDTA 0,5 g/L
FeS0O,-7 H,0 0,2 g/L
Solucidén de traza SL-6 100 mL/L

Elemento Concentracion Unidades
ZnS0,47 H,0 0,10 g/L
MnCl,-4 H,0 0,03 g/L
H;BO; 0,30 g/L
CoCl,-6 H,0 0,20 g/L
CuCly-2 H,0 0,01 g/L
NiCl,-6 H,0 0,02 g/L
Na,Mo0,-2 H,0 0,03 g/L
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