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RESUMEN

El metano es un potente gas de efecto invernadero, con un potencial de
calentamiento mundial 72 veces superior al del diéxido de carbono, por lo
que poner el foco en su tratamiento y mitigacion es decisivo en la proteccion
del medio ambiente. Este trabajo aborda el tratamiento de emisiones diluidas
de metano empleando un biorreactor de flujo de Taylor multicapilar inoculado
con un consorcio mixto metanétrofo. Se estudio la eficacia de eliminacion de
metano empleando capilares de dos diametros diferentes (1,5 y 3 mm),
variando la carga de contaminante alimentada, las condiciones de operacion
y el efecto de la adicion de tensioactivos al caldo de cultivo. El empleo de una
corriente de entrada al 0,17 % v/v de metano y el uso de tensioactivos
permitio obtener eficiencias de eliminacion sobre el 30 %.

Palabras clave: biodegradacion, eficacia de eliminacion, flujo de Taylor,
metano, tensioactivos.

ABSTRACT

Methane is a potent greenhouse gas with a global warming potential 72 times
higher than that of carbon dioxide. Therefore, special attention should be
given to its treatment and mitigation to protect the environment. This study
assessed the treatment of dilute methane emissions using a multi-capillary
Taylor flow bioreactor inoculated with a mixed methanotrophic consortium.
The removal efficiency of methane was studied using capillaries of two
different diameters (1.5 and 3 mm), varying the pollutant load fed, the
operating conditions and the supply of surfactants to the culture broth. The
use of a 0.17 % v/v methane inlet stream and the use of surfactants resulted
in removal efficiencies of over 30 %.

Keywords: biodegradation, methane, removal efficiency, surfactants, Taylor
flow.
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1. INTRODUCCION
1.1. PROBLEMATICA MEDIOAMBIENTAL

La sociedad se encuentra polarizada en torno a la emergencia climatica. Una
parte de la poblacion apoya el ecologismo como forma de vida y otros
anteponen los beneficios econdmicos a la proteccion medioambiental. Ante
esta disyuntiva surgen numerosas ideologias con distintos puntos de vista
mientras que la crisis del medioambiente sigue acechando y creciendo.

El deterioro del planeta en las Ultimas décadas es un hecho que queda
demostrado por muchas evidencias cientificas, las cuales, se manifiestan en
el aumento de 1,09°C de la temperatura global del planeta (Pértner et al.,
2022, p. 8), causando el deshielo polar y el incremento de aproximadamente
0,2 metros del nivel del mar en el dltimo siglo (E. Hauer et al., 2020, p. 28).
Como consecuencia de este cambio climatico, muchas especies no se
adaptan al medio, ocasionando una pérdida de biodiversidad (actualmente un
millon de especies se encuentran en peligro de extincion (Turnhout & Purvis,
2021, p. 669)).

Ahora bien, para solventar estos problemas debemos conocer las causas que
los han originado. Desde el inicio de la humanidad el ser humano ha influido
en el medio ambiente ocasionando modificaciones y cambios. Sin embargo,
estos no han sido relevantes hasta la llegada de la Revolucion Industrial (s.
XVIII) que, aunque supuso un gran avance para la sociedad, trajo consigo una
amenaza medioambiental que crece exponencialmente debido al uso de
combustibles fosiles, a las emisiones de gases de efecto invernadero, al
aumento de la poblacion que supone una mayor demanda productiva y al
excesivo consumismo llevado a cabo por la sociedad.

La forma de garantizar la sostenibilidad del planeta es ser conscientes de que
el cuidado del entorno afecta directamente en la salud y supervivencia de las
especies. El objetivo inmediato debe contemplar un proyecto mundial en
conjunto, que priorice la calidad de vida de la poblacion y aporte los recursos
y medios necesarios para llevar a cabo un plan comunitario que proteja el
planeta.

Los principales problemas medioambientales a nivel mundial son (Padron
Albertus & Lemus Valdés, 2021):

- El calentamiento global debido a la accion humana.
- La contaminacion del aire por la emision a la atmoésfera de gases de
efecto invernadero.



® Sit

. - ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

- La deforestacion y la consiguiente pérdida de biodiversidad unida a la
extincion acelerada de especies.

- Lasequiay la escasez de agua.

- El consumo abusivo de productos y el aumento de la generacion de
residuos.

La COP (Conferencia de las Partes) mantiene la lucha contra el cambio
climatico firmando acuerdos para reducir las emisiones contaminantes y
adoptando medidas que velen por la sostenibilidad. ElI primer acuerdo
internacional se firmd en Rio de Janeiro en 1992, seguido por el Protocolo de
Kioto en 1997, donde 84 paises establecieron los limites de emisiones de
CO.. Otro tratado relevante es el Acuerdo de Paris que entrd en vigor en 2016
en el cual participan 192 paises mas la Union Europea con el objetivo de
reducir las emisiones de forma que el incremento de la temperatura media
global del planeta no supere los 2°C (ajustandose si es posible a un
incremento de 1,5°C) para 2050 (Dormido et al., 2022, p. 11).

Por su parte, la Union Europea mediante el Pacto Verde adoptado en 2019
pretende reducir las emisiones de gases de efecto invernadero de cara al
2030y lograr un compromiso de neutralidad climatica en 2050. El objetivo de
la UE es crear una economia sostenible realizando una transicion climatica
que preserve, mantenga y mejore el capital, protegiendo la salud y el
bienestar de la poblacion frente a los riesgos y efectos medioambientales
(Dormido et al., 2022, p. 19).

1.2. DESARROLLO SOSTENIBLE

La sostenibilidad se define como la estrategia de satisfacer las necesidades
actuales sin comprometer la capacidad de las generaciones futuras de
atender sus propias necesidades. Esto significa que el desarrollo econdémico y
social actual se realizara manteniendo un compromiso con la naturaleza que
no infrinja un dano futuro (Arteaga-Alcivar et al., 2022, p. 869).

La calidad de vida unida a la salud de los ciudadanos se ve directamente
afectada por los cambios producidos por el ser humano en el medio
ambiente. Una forma de medir el impacto que genera nuestro modo de vida
sobre el entorno es mediante la “huella ecoldgica”. Reducir la huella ecolégica
implica rechazar productos innecesarios utilizando en su lugar productos
respetuosos con el medio ambiente, reducir productos y servicios, reutilizar,
reciclar y reclamar la participacion de la ciudadania en la lucha contra el
cambio climatico.
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La Asamblea General de la ONU plantea 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS) que abarcan el ambito econémico, social y ambiental, los cuales deben
ser cumplidos de cara al 2030. Los ODS quedan reflejados en la Figura 1.

3 SALUD EDUCACION IGUALDAD
Y BIENESTAR DECALIDAD DE GENERD

]

TRABAJO DECENTE INDUSTRIA, 1 0 REDUCCIONDELAS
Y CRECIMIENTO DESIGUALDADES
ECONOMICO

i | &]C

1 ACCION VIDA 1 PAZ, JUSTICIA 17 ALIANZAS PARA =
PORELCLIMA SUBMARINA EINSTITUCIONES LOGRAR @g)
SOLIDAS LOS OBJETIVOS

s P OBJETIVOS
\ DE DESARROLLO

Figura 1. Objetivos de desarrollo sostenible

El cumplimiento de dichos objetivos de forma sostenible es vital para
asegurar la igualdad, proteger el planeta y garantizar la prosperidad.

El cuidado del medio ambiente es responsabilidad de cada ciudadano, pero el
mayor compromiso debe asumirlo la industria por ser la mayor fuente
contaminante. Para paliar la crisis climatica, las empresas deben invertir en
investigacion y desarrollo con el fin de implantar tecnologias ecolégicas que
no comprometan el futuro del planeta. Ademas, las organizaciones
gubernamentales asumen un papel importante en la transicion ecolégica,
debiendo imponer leyes enfocadas a reducir emisiones y cargas residuales.

1.3. GASES DE EFECTO INVERNADERO

Los gases de efecto invernadero (GEI) son compuestos gaseosos emitidos a la
atmésfera de forma natural y antropogénica, donde pueden acumularse.
Estos compuestos absorben radiacion en zonas del espectro
electromagnético proximas a las radiaciones que emite la Tierra tras absorber
la energia proveniente del Sol. Este hecho hace que la energia emitida por la
Tierra se retenga, traduciéndose en un aumento de la temperatura terrestre,
dando lugar al efecto invernadero.

Los compuestos gaseosos que contribuyen al efecto invernadero pueden ser
directos, si afectan tal y como se emiten (CO2, CH4), 0 indirectos, si tras
emitirse sufren una transformacion quimica que origina la formaciéon de otros
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GEI (NOx, compuestos organicos volatiles). Los GEI directos son el dioxido de
carbono, el metano, 6xido nitroso y halocarbonos (CFCs) (algunas bibliografias
incluyen el vapor de agua). El ozono troposférico (O3) es producido a partir de
reacciones quimicas de COVs (compuestos organicos volatiles) con éxidos de
nitrogeno en presencia de luz (Benavides Ballesteros & Leon Aristizabal,
2007, p. 36).

1.4. METANO

Este hidrocarburo, componente principal del gas natural, constituye uno de
los principales gases de efecto invernadero, siendo el segundo contribuyente
por detras del dioxido de carbono al cambio climatico. Ademas, aunque se
emita en menores cantidades, su potencial de calentamiento global o
capacidad de absorcion de la radiacion es superior al del CO2 (12 frente a 1
del CO>), por lo que frenar sus emisiones o ser capaces de mitigarlas es un
objetivo urgente.

Su principal fuente de emision es la descomposicion de la materia organica
en sistemas biologicos y ambientes anaerobios. Los focos principales quedan
reflejados en el grafico circular de la Figura 2 y son los siguientes (Benavides
Ballesteros & Leon Aristizabal, 2007, p. 38):

- La fermentacion entérica o proceso digestivo de los herbivoros en
actividades ganaderas y la descomposicion del estiércol producido en
condiciones anaerobias.

- Actividades agricolas, especialmente en cultivos de arroz en los que
bacterias metanogénicas descomponen la materia organica de suelos
inundados liberando CHa4. Es preciso incluir en este punto las emisiones
producidas en procesos de combustion de residuos vegetales.

- Disposicion y descomposicion en ausencia de oxigeno de residuos soélidos
en vertederos.

- Tratamiento anaerobio de aguas residuales domésticas e industriales.

Otra fuente importante de emision es debida al uso de los combustibles
fosiles. Durante la extraccion de petroleo, el procesamiento, almacenamiento
y transporte se liberan grandes cantidades de este gas.
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Cultivo de arroz 7%

Fuentes estacionarias
y moviles 4%

Fermentacion entérica 27%

Bioamasa 3%
Otras fuentes
agricolas 5%

Agricultura (gestion

del estiércol) 3%

Aguas
residuales 7%

Mineria de carbon 9%

Residuos solidos
municipales 11%

Figura 2. Emisiones globales de metano antropogénico (Global Methane, 2020, p. 1)

1.5. BIODEGRADACION DEL METANO

Los microorganismos encargados de degradar el metano pueden hacerlo en
condiciones aerobias o anaerobias. La oxidacidon anaerdbica puede ser
realizada por arqueas y bacterias que se encuentran en sedimentos marinos.
La oxidacion aerdbica se lleva a cabo por microorganismos metanétrofos, los
cuales son bacterias en su mayoria, aunque también hay especies de
levaduras, hongos y microalgas verdes con la capacidad de utilizar el metano
como fuente de carbono y energia, transformandolo en diéxido de carbono.
Los metanétrofos se encuentran en ambientes con oxigeno y metano tales
como humedales, bosques, arrozales, aguas subterraneas, volcanes, zonas
de musgos o fangos de depuradoras.

Las bacterias metanétrofas se clasifican en funcion de sus caracteristicas
fisiolégicas y morfolégicas lo cual influira en la ruta metabdlica de fijacion del
carbono que sigan. Estos son (Gancedo Verdejo, 2018, p. 2,3; Rodriguez
Munoz, 2022, p. 21,22):

- Tipo | (y-Proteobacteria). Siguen la ruta de la ribulosa monofosfato.
Presentan membranas intracitoplasmaticas como haces de discos
vesiculares y contienen acidos grasos fosfolipidos con longitudes de 14 a
16 carbonos. Incluye los géneros Methylobacter, Methylococcus,
Methylomicrobium, Methylomonas y Mathylosarcinas.
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- Tipo Il (o-Proteobacteria). Siguen la ruta de la serina. Presentan una
membrana intracitoplasmatica alineada a lo largo de la parte periférica de
la célula y estan formados por acidos grasos fosfolipidos de 18 carbonos
de longitud. Comprende los géneros Methylocapsa, Methylocella,
Methylocystis y Methylosinus.

- Tipo X. Se consideran un subtipo de metanétrofos tipo |, compartiendo con
estos la ruta de asimilacion del carbono, aunque comparten
caracteristicas de los metanétrofos de tipo | y Il. Abarca algunas especies
de Methylococcus.

Los metanoétrofos obtienen energia mediante la oxidacion de metano a
dioxido de carbono y agua en un proceso aerobio catalizado por enzimas que
comprende varias etapas. EI metano (CHa4) se oxida a metanol (CHsOH),
formaldehido (HCHO), acido férmico (HCOOH) y por ultimo a dioxido de
carbono (CO») tal y como se observa en la Figura 3.

Catabolismo (Obtencién de energia)

MMO MDH FADH FDH
CHy — CH;0H —> HCHO —— HCOOH — CO,

|

Anabolismo

(Sintesis celular)
Ruta de la ribulosa monofosfato Ruta de la serina
(Metandtrofos Tipo 1) (Metandtrofos Tipo II)

Figura 3. Oxidacion del metano (Gancedo Verdejo, 2018, p. 4)

El paso critico del proceso es la oxidacion de metano a metanol, catalizado
por la enzima metano-monooxigenasa (MMO), la cual rompe el enlace del
oxigeno molecular. Uno de los atomos radicales de oxigeno se reduce a agua
mientras que el otro se utiliza para formar metanol. Esta enzima puede
encontrarse en dos posibles formas:

- Ligada a la membrana (pMMO). La metano-monooxigenasa particulada se
puede encontrar en metanotrofos tipo | y tipo Il. Tiene mayor afinidad por
el metano oxidandolo de forma mas eficiente y consiguiendo rendimientos
de crecimiento mas elevados.

- Disuelta en el citoplasma (sMMO). Se encuentra principalmente en
metanotrofos tipo Il, aunque también en algunos géneros de tipo |.



® Sit

. - ESCUELA DE INGENIERIAS
Universidad deValladolid INDUSTRIALES

La enzima metanol-deshidrogenasa (MDH) cataliza la conversion del metanol
a formaldehido. Este compuesto es el intermedio de reaccion entre el
catabolismo y anabolismo, produciéndose un desdoble de la ruta metabdlica.
Parte del formaldehido se utilizara como fuente de energia siguiendo el
proceso indicado en la Figura 3y resultando en la formacion de CO2, y la otra
parte se emplea en la sintesis de nuevo material celular. Los metanétrofos
tipo | y tipo Il difieren en el modo de fijar el carbono para la formacién de
nuevo material celular con dos posibles rutas metabdlicas:

- Los metanétrofos tipo | siguen la ruta anabdlica de la ribulosa
monofosfato representada en la Figura 4.

[3 HCHO + ATP — Gliceraldehido — 3 — fosfato + ADP]

3 Ribose-5-phosphate 3 HCHO

N Hexulose-6-phosphate
I synthase
Rearrangement reactions 3 Hexulose-6-phosphate
T Hexulose phosphate
isomerase

5 Gyceraldehyde-3-phosphate «———— 3 Fructose-6-phosphate

1 Glyceraldehyde-3-phosphate

CELL MATERIAL

Figura 4. Ruta anabdlica de la ribulosa monofosfato (Gancedo Verdejo, 2018, p. 4)

- Los metanétrofos tipo Il siguen la ruta anabdlica de la serina, la cual se
muestra en la Figura 5.
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[3 HCHO + CO, + 3 ATP + 2 NADH — 2 — Fosfoglicerato + 2 ADP + Pi + NAD™ |

acetyl-CoA ___,. 2 giyoxylate
MCL I
L/" 2 glycine
malyl-CoA 2HCHO ﬁ__.i STHM
MTK ? 2 serine
malate NAD* NHy «— l
} < NADH4H*
oxaloacetate 2 hydroxypyruvate
t-—co, A ——| WPR
phosphoenolpyruvate 2 glycerate

\ /

2-phosphoglycerate —» CELL MATERAL
Figura 5. Ruta anabdlica de la serina (Gancedo Verdejo, 2018, p. 5)

El crecimiento de metanétrofos en condiciones experimentales se realiza en
medios minerales cuyo compuesto principal es el nitrégeno y estan
enriquecidos con micronutrientes como el cobre. El nitrégeno se proporciona
en forma de nitrato o amonio, siendo preferible el nitrato, puesto que el
amonio puede actuar como inhibidor. Las concentraciones varian segun el
tipo, siendo generalmente favorables altas concentraciones de nitrégeno
(frente a metano) en el caso de metanétrofos tipo | y bajas para los de tipo Il.

Las temperaturas optimas de crecimiento oscilan entre los 25 - 30°C,
tratdndose en su mayoria de microorganismos mesofilos. No obstante,
algunos metanoétrofos tipo | alcanzan tasas maximas de biodegradacion en
condiciones termdfilas, incluso se conocen ciertas cepas de naturaleza
psicréfila (Rodriguez Munoz, 2022).

En cuanto al pH, la mayoria de los metanétrofos crecen en valores neutros
(6,8 - 7,5), aunque se ha demostrado que un medio acido promueve el
crecimiento de metanétrofos de tipo Il sobre los de tipo | en cultivos mixtos.
Sin embargo, la biodegradacion de metano, utilizando el metanétrofo tipo |
Methylomicrobium alcaliphilum, se favorece en un ambiente basico con pH en
torno a 9 (Rodriguez Munoz, 2022).

1.6. TECNOLOGIAS DE TRATAMIENTO DE CORRIENTES GASEOSAS

Los sistemas de tratamiento de corrientes gaseosas “final de tuberia” tratan
de reducir la carga de uno o varios contaminantes presentes en las mismas
antes de ser descargadas a la atmédsfera. Las tecnologias para la purificacion
de gases pueden clasificarse en fisicoquimicas o biologicas. La seleccion de
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la tecnologia adecuada dependera de varios factores, siendo los criterios
basicos de eleccion el coste econdmico de inmovilizado y operacion, la
concentracion del contaminante en la corriente de gas, la eficacia requerida
de eliminacion y el caudal de gas a tratar.

Los métodos fisicoquimicos permiten operar con un amplio rango de
concentraciones, presentando el inconveniente de trabajar en condiciones
gue requieren un aporte de energia o reactivos elevados y por lo tanto llevan
asociado un importante coste economico.

Los tratamientos fisicoquimicos son los siguientes (Gémez Cuervo, 2013, pp.
29-31; S. Devinny et al., 1999, pp. 3-5):

- Lavadores o ‘scrubbers’. Son sistemas de absorcion en los que la
corriente gaseosa a tratar asciende por una columna en contacto con una
corriente liquida que desciende, capturando a su paso los contaminantes
presentes en la corriente gaseosa. Para el tratamiento de contaminantes
hidrofébicos como es el caso del metano, las soluciones de lavado se
basan en emulsiones acuosas de aceites de silicona. La efectividad de
eliminacion de los lavadores dependera de la solubilidad del
contaminante en la fase liquida y la presencia de una elevada superficie
de transferencia de materia. Estan indicados para tratar altas
concentraciones de contaminante en corrientes de alto caudal. Es preciso
indicar que este tratamiento no elimina el contaminante, solo lo transfiere
de la fase gas a la liquida, siendo necesaria la existencia de un segundo
tratamiento para su eliminacion.

- Adsorcion. Estos sistemas se basan en la transferencia de un
contaminante presente en una corriente gaseosa a la superficie de un
sélido adsorbente (por ejemplo, carbon activo o zeolitas). Habitualmente
se usan materiales porosos para maximizar la superficie de adsorcion. El
rendimiento de la operacion dependera de la humedad de la corriente
gaseosa (que disminuye la capacidad de adsorcion del material poroso), la
afinidad del compuesto por el material adsorbente y de la temperatura de
operacion (siendo favorables bajas temperaturas durante el proceso de
adsorcion). En los sistemas de adsorcion, tal y como ocurre en los de
absorcion, no se elimina el contaminante, solo se traspasa de fase y para
su eliminacion se requiere de un tratamiento posterior.

- Condensacion. Los contaminantes contenidos en la fase gas se
condensan mediante una disminucion de la temperatura o un aumento de
la presion de la emision gaseosa. Para que la operacion resulte
econOmicamente rentable interesa que el contaminante tenga un punto
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de ebullicion elevado. Al igual que en los casos anteriores el contaminante
no se elimina. Esta tecnologia es apta para la recuperacion de
compuestos organicos con valor de mercado, puesto que permite su
reutilizacion.

- Combustion. Se basa en la oxidacion del contaminante gaseoso,
transformandolo en diéxido de carbono y agua. La combustion puede
realizarse mediante ignicion, utilizando un combustible para el aporte
energético, o bien utilizar un catalizador (platino, paladio o rubidio). El
proceso catalitico permite descender la temperatura del proceso a 300 -
700°C en lugar de los 700 - 1400°C que son necesarios para el proceso
sin catalizador, pero el coste del catalizador y su envenenamiento
suponen un alto coste de operacion. Esta tecnologia es adecuada para
altas concentraciones de contaminante en la corriente gaseosa, que
incluso pueden mantener una combustion autosostenida.

Por otro lado, se encuentran los métodos biolégicos en los que se centrara
este trabajo, por ser menos daninos con el medio ambiente, permitiendo
reducir emisiones, contribuyendo a un desarrollo sostenible.

Los sistemas biologicos utilizan microorganismos como bacterias, hongos y
microalgas para eliminar los contaminantes presentes en la corriente gaseosa
y usarlos como fuente de carbono y energia. Para ello, los compuestos toxicos
deben ser transferidos de la fase gas a la liquida donde se encuentran los
microorganismos responsables de su eliminacion. Estos sistemas son mas
efectivos cuando los contaminantes son biodegradables, no toxicos para los
microorganismos y solubles en la fase liquida.

Las tecnologias biologicas son adecuadas para tratar un amplio rango de
caudales, pero estan limitadas a concentraciones medias-bajas de
contaminantes biodegradables, presentando la ventaja de tener menores
costes de operacion gracias a que se llevan a cabo en condiciones de presion
y temperatura ambientales, y el uso de agua reciclada o parcialmente tratada
contribuye también a la reduccion de costes en los tratamientos biolégicos.
Ademas, no requieren de compuestos quimicos adicionales y no generan
subproductos toxicos, resultando una tecnologia mas respetuosa con el
medio ambiente.

Las biotecnologias mas utilizadas son:
- Biorreactor de tanque agitado (Merchan Catalina, 2018, p. 5; UVa, 2020).

Son equipos cilindricos con agitacidon mecanica que permite homogeneizar el
medio de cultivo y la emision gaseosa contaminada, y garantizar una mezcla
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perfecta (la concentracion es igual en todos los puntos del tanque) en el
interior del reactor. El cultivo de microorganismos permanece en suspension
en el medio y gracias a su diseno se consigue una alta superficie para la
transferencia de materia gas-liquido.

Los parametros que controlan el proceso son el flujo de gas y la velocidad del
agitador, que puede ser de palas planas, hélice o de tipo turbina de disco.

Las operaciones pueden ser en discontinuo, semicontinuo o en continuo,
segln la forma de alimentar el reactor. En la operacién en semicontinuo el
sistema se alimenta en cargas sin retirar producto con lo que el volumen del
sistema varia durante el proceso. El biorreactor continuo se identifica por dos
corrientes de entrada y salida de forma que el volumen se mantiene
constante. La operacion en discontinuo se consigue cargando en el reactor el
medio de sustrato y el indculo microbiano y dejando evolucionar el proceso.

Corriente de aire
tratada

15

Entrada de
aire LI

contaminado

- Biorreactor de tanque

agitado

Figura 6. Biorreactor de tanque agitado (Merchan Catalina, 2018, p. 5)

- Biofiltro (Gomez Cuervo, 2013, p. 38,39; S. Devinny et al., 1999, p. 7,8;
UnADM, 2022, p. 16).

El sistema consta de un tanque cerrado donde los microorganismos crecen
en lechos empacados de un soporte solido habitualmente organico (compost,
virutas de madera, etc.). También es posible utilizar lechos inorganicos,
aunqgue en este caso es necesario el aporte de nutrientes externos. A través
del lecho se hace circular el efluente gaseoso contaminado previamente
humidificado. Los microorganismos colonizan el lecho y forman una
biopelicula (estructura formada por agregados celulares que se adhieren a
una superficie). Los contaminantes primero se absorben en la biopelicula o en
la fase liquida y después son biodegradados por los microorganismos. El
lecho se riega de forma periddica con agua o una disolucion mineralizada que
aporta los nutrientes necesarios.

11
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En concreto, para el tratamiento y eliminacién de emisiones de metano, se
propone utilizar como material de relleno una mezcla compuesta por corteza
de pino, perlita, compost y espuma de poliuretano (Soreanu & Dumont, 2020,
p. 121).

La eficacia de la operacion dependera de las propiedades del medio de
soporte tales como la porosidad, grado de compactacion, capacidad de
retencion del agua, disponibilidad de nutrientes, asi como la capacidad de
albergar comunidades microbianas.

Las ventajas que aportan estos sistemas son los bajos costos de inversion y
operacion, la facilidad de arranque y la alta superficie de contacto entre las
fases gas y liquida. Las desventajas incluyen el dificil control de la
temperatura, el pH, el nivel de humedad y nutrientes y el flujo de oxigeno.
Ademas, el crecimiento de microorganismos puede dar lugar al deterioro y
obstruccion del lecho. Los biofiltros son adecuados para el tratamiento de
bajas concentraciones de contaminante incluso en grandes volumenes,
aungue la eficiencia disminuye con altas concentraciones de contaminante.

Nutrientes
Entrada de z —

aire -
contaminado [ ]

Corriente de aire
tratada

g >

C—

Columna de
humudificacién

Biofiltro

Figura 7. Biofiltro (Merchan Catalina, 2018, p. 4)

- Biofiltro percolador (Gomez Cuervo, 2013, p. 39; S. Devinny et al., 1999,
p. 8,9; UnADM, 2022, p. 17).

Consiste en una columna rellena de un medio poroso inorganico,
generalmente sintético sobre el que se desarrolla una biopelicula (anillos
plasticos, materiales ceramicos, roca volcanica, etc.). A través del lecho se
alimenta la corriente de gas que contiene el contaminante que se quiere
eliminar. A diferencia de los biofiltros, una fase liquida se recircula de forma
continua a través del lecho, cuya funcion es aportar nutrientes a los
microorganismos y mantener las condiciones de humedad y pH. La

12
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eliminacion de contaminantes se basa en la absorcion en la fase liquida o en
la biopelicula, donde es accesible a los microorganismos para su eliminacion.

Los biofiltros percoladores operan con bajas caidas de presion, permiten el
tratamiento de mayores cargas de contaminante y no presentan problemas
de inhibicién por subproductos generados tras la degradacion, ya que la fase
liguida es facilmente reemplazable. Las desventajas de estos son el alto costo
de inversion, operacion y mantenimiento, la posibilidad de producir
taponamiento debido a crecimiento excesivo de biomasa, asi como la
generacion de lodos y la necesidad de suministrar nutrientes sin soportar
periodos sin alimentacion.

7‘% Corriente de aire

tratada

ol >

Nutrientes

Entrada de
aire
contaminado j
Biofiltro percolador 4@
Tanque de

recirculacion

Figura 8. Biofiltro percolador (Merchan Catalina, 2018, p. 4)

- Biorreactor de columna de burbujeo (Merchan Catalina, 2018, p. 6;
UnADM, 2022, p. 32).

La configuracion de este sistema consiste en una columna vertical con un
difusor acoplado en su base por el que se hace circular la corriente en fase
gas que contiene el contaminante. Las burbujas recorren el seno de la fase
liguida generando una agitacion por gradiente de densidad. El burbujeo de la
fase gas aumenta la superficie de contacto entre esta fase y la liquida donde
se encuentran los microorganismos, mejorando la transferencia de materia.

Estos equipos pueden trabajar en tres configuraciones diferentes segun la
velocidad de suministro de gas. En régimen homogéneo la velocidad es baja,
obteniendo un flujo laminar de mezclado y pequenas burbujas. El régimen
heterogéneo presenta altas velocidades de suministro de gas, existiendo un
flujo turbulento con burbujas de gran tamano. El régimen de flujo slug opera
con elevados flujos de gas y combina burbujas de pequeno tamano que se

13
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mueven lentamente y burbujas de mayor tamano (resultantes de la fusion de
burbujas mas pequenas) que se estabilizan en la pared del reactor.

I—ﬂ;ﬂ; aire
tratada

Entrada de o
aire
contaminado

P

o
o

Biorreactor de
columna de
burbujeo

Figura 9. Biorreactor de columna de burbujeo (Merchan Catalina, 2018, p. 7)

- Biorreactor airlift (Merchan Catalina, 2018, p. 5; UnADM, 2022, p. 32).

El sistema es similar al biorreactor de columna de burbujeo, pero la columna
cuenta con dos zonas concéntricas comunicadas entre si. El flujo de aire
contaminado se inyecta por la parte inferior de la zona ascendente interior
(‘riser’), provocando una disminucion de la presion y un gradiente de
densidades que impulsa al liquido a moverse hacia arriba. Una vez que ha
llegado a la parte superior entra en la zona descendente exterior, donde el
liguido se mueve hacia abajo, creando una turbulencia que asegura
mezcla.

Las ventajas de estos sistemas frente a los anteriores residen en las elevadas
superficies de contacto, la obtencion de un mezclado homogéneo, el elevado
coeficiente de difusion del gas y la capacidad de soportar altas
concentraciones de biomasa, |0 que asegura una buena transferencia de
materia y por tanto una alta degradacion del contaminante. Como desventaja
resalta la complejidad de la configuracion, que conlleva mayores costes
asociados de inversion, operacion y mantenimiento. Ademas, el crecimiento
excesivo de biomasa puede dificultar el control de la operacion.

14
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Figura 10. Biorreactor airlift (Merchan Catalina, 2018, p. 6)

Finalmente, hay que mencionar la existencia de sistemas hibridos que
combinan tecnologias fisicoquimicas con biolégicas para aumentar la
efectividad del proceso de eliminacion. Por ejemplo, en los ‘bioscrubbers’ o
biolavadores, el tratamiento tiene lugar en dos etapas (Gomez Cuervo, 2013,
p. 39,40; UnADM, 2022, pp. 17-19). Primero, el contaminante a degradar,
junto con el oxigeno, es absorbido en una fase liquida contenida en un
‘scrubber’. Después, la fase liquida se hace circular por un biorreactor
empacado de un material inerte que contiene la biopelicula encargada de
eliminar el contaminante. Estos sistemas conllevan un alto costo de inversion,
operacion y mantenimiento, pueden generar lodos residuales y necesitan
suministro de nutrientes en continuo; no obstante, la eficacia del proceso
aumenta, ademas de ser equipos compactos que trabajan con bajas caidas
de presion, permiten un mejor control del proceso y evitan la acumulacion de
subproductos generados gracias a la recirculacion del liquido y su facil
intercambio.

Otra tecnologia hibrida es la adsorcion combinada a la biofiltracion (Luengas
et al., 2015, p. 515). El uso de una columna de adsorcion que retenga el
contaminante previamente (Figura 11a) permite suavizar las variaciones
producidas por cargas inestables de contaminantes. Si la columna de
adsorcion se coloca aguas abajo del biorreactor (Figura 11b) se evita la
emision de contaminantes no biodegradables y subproductos producidos en
el proceso biolégico. Ambas configuraciones aumentan las eficiencias de
eliminacion, pero es preciso evaluar la rentabilidad del proceso, puesto que
las temperaturas de desorcion requeridas suponen mayores costos
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energéticos y pueden comprometer la viabilidad de la microbiologia si se
instalan aguas abajo.
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Figura 11. Configuraciones de procesos combinados de biofiltracion y adsorcion (Luengas et al., 2015)

1.7. PRINCIPIOS DE TRANSFERENCIA DE MATERIA

Las biotecnologias, como ha quedado expuesto, presentan numerosas
ventajas, pero a menudo su uso se reduce al tratamiento de bajas
concentraciones de contaminante, mayoritariamente hidrofilicos. Su campo
de aplicacion esta limitado por la transferencia de materia de compuestos
hidrofébicos de la fase gaseosa a la fase liquida acuosa (N.J.R. Kraakman,
Gonzalez-Martin, et al., 2021). Ademas, las bajas velocidades cinéticas
alcanzadas en la mayoria de los sistemas biolégicos restringen su uso al
tratamiento de bajas concentraciones de contaminante. Por este motivo, es
preciso conocer los pasos limitantes que afectan el rendimiento de dichas
tecnologias, con el fin de optimizar el diseno que aumente la cinética de los
procesos biologicos.

Se distinguen dos mecanismos que gobiernan la transferencia de materia; un
término difusivo, cuya fuerza impulsora es un gradiente de concentracion y un
término convectivo que se produce por el propio movimiento del fluido en
sistemas turbulentos.

La transferencia de materia de un compuesto en fase gaseosa a una fase
liguida se explica con la teoria de doble pelicula de Lewis y Whitman (1923).
Esta teoria establece que las fases en contacto tienen diferente
concentracion y, por lo tanto, no se encuentran en equilibrio de acuerdo con
la ley de Henry. Unicamente existe tal equilibrio en la capa limite entre ambas
fases y los compuestos difunden a cierta velocidad a través de la bicapa. La
resistencia que opone el contaminante gaseoso a difundir hacia la fase
liguida depende del coeficiente de transferencia de materia global (Kital), €l
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cual a su vez es funcién de los coeficientes de transferencia de materia
individuales segln la siguiente ecuacion:
1 1 1 1

=—+—4+— (Ecuacion 1)
kraral krn k1 kg

Donde kg, kL y ks son los coeficientes de transferencia de materia en el lado
del gas, del liquido y en la biopelicula respectivamente. Estos coeficientes son
funcion de las propiedades fisicoquimicas del contaminante y del medio, del
diseno del reactor, asi como de las condiciones de operacion del sistema
(velocidad de las fases gas y liquida, temperatura, presion).

En el tratamiento de compuestos hidrofébicos, como es el metano, la
resistencia a la transferencia de materia en el gas y en la biopelicula se
consideran despreciables, especialmente en el tratamiento de bajas
concentraciones de contaminante (Norbertus J.R. Kraakman et al., 2011). Se
deduce entonces que la resistencia a la difusion molecular se encuentra
principalmente en el medio acuoso y viene dada por:

R=ka(2-¢)="2a(C-¢)  (eumion>

La ecuacion de Koch (1990) establece que la tasa volumétrica global de
transferencia de materia (R) es funcion del coeficiente de transferencia de
materia de la fase liquida (k.), del area interfacial especifica entre ambas
fases (a), de las concentraciones de contaminante en cada una de las fases
(Ce, CL) y de la constante de Henry (H). El coeficiente de transferencia de
materia en la zona liquida (k) es directamente proporcional a la difusividad
del contaminante en la fase liquida (DgL) e inversamente proporcional al
espesor de la pelicula liquida ().

Atendiendo a la Ecuacion 2 se deduce que para favorecer la transferencia de
materia se puede actuar disminuyendo el espesor de la capa liquida,
aumentando el area de contacto entre las fases o variando la constante de
Henry, lo que implica aumentar la afinidad del contaminante por la fase
liguida (actuando sobre la composicion del medio acuoso o, en el caso de
compuestos hidrofébicos, transformando el contaminante en un subproducto
mas soluble).

El aumento del area superficial se consigue a menudo con difusores que
insuflen el aire contaminado en forma de burbujas de pequeno tamano.
Ademas, las velocidades de ascension se ralentizan en el caso de pequenas
burbujas, haciendo que estas permanezcan mas tiempo en el caldo de
cultivo, aumentando la retencion del gas en el medio acuoso y actuando
favorablemente en la solubilidad del contaminante en el liquido. Sin embargo,
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diametros de burbujas menores de 2-3 mm disminuye el valor de k. debido a
efectos superficiales (Elsevier, 2013, p. 401).

Otra estrategia para aumentar la solubilidad de compuestos hidrofobicos
consiste en la adiciéon de una fase liquida no acuosa. Generalmente suele ser
un disolvente organico con alta afinidad por el contaminante, inmiscible, no
toxico para los microorganismos y no biodegradable (Norbertus J.R.
Kraakman et al., 2011).

En los sistemas de macromezcla (tanques agitados, columnas de burbujeo o
reactores airlift) se favorece la transferencia de materia por conveccion. El
movimiento turbulento rompe las burbujas de gas, disminuyendo el espesor
de la capa liquida y aumentando el area de contacto entre ambas fases; sin
embargo, hay que considerar minuciosamente los criterios de operacion ya
que, por encima de un valor 6ptimo de energia, esta se disipa creando
remolinos que no contribuyen a la transferencia, llevando asociados altos
costos de operacion.

Los reactores laminares (biofiltros o biofiltros percoladores) operan con
menores requerimientos energéticos, pero proporcionan menores areas de
contacto que dificultan la transferencia de masa de compuestos hidrofébicos.
Ademas, la presencia de heterogeneidades a lo largo del reactor provoca
gradientes de concentracion, creandose a menudo canales preferentes y la
posible formacion de regiones anaerdbicas en el lecho, dificultando el
equilibrio y la transferencia del contaminante a la fase acuosa (N.J.R.
Kraakman, Gonzalez-Martin, et al., 2021).

Los reactores multicapilares combinan una buena transferencia de materia
gas-liquido (con coeficientes de transferencia equivalentes a los reactores de
macromezcla) con bajos requerimientos energéticos (Rocha-Rios et al.,
2012). Esto es posible gracias a la secuencia de burbujas de gas y tramos de
liguido producida en los capilares, lo que permite aumentar el area de
contacto entre las fases y reducir el espesor de la pelicula liquida. El patréon
de flujo del gas parece ser laminar, pero acoplado a la recirculacion interna
del liquido produce un flujo de piston (sin macromezcla y una minima
dispersion axial), donde la baja caida de presion producida en los capilares
permite minimizar las necesidades energéticas de operacion (Norbertus J.R.
Kraakman et al., 2011).

Los posibles patrones de flujo gas-liquido en capilares dispuestos
verticalmente se pueden observar en la Figura 12.La formacion de los
diversos patrones dependera de la geometria del capilar y de las propiedades
y velocidades relativas de las fases gas y liquido (Kreutzer et al., 2005).
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Para conseguir una Optima transferencia aire-agua en los capilares, donde
predominen las fuerzas de tension superficial sobre las inerciales y
gravitacionales, el diametro del capilar debe ser menor de 5 mm, aunque hay
gue tener en cuenta que canales demasiado estrechos producen pérdidas de
presion significativas (N.J.R. Kraakman, Gonzalez Martin, et al., 2021). Por
otro lado, es preferible el uso de capilares redondos frente a capilares
cuadrados, ya que en estos Ultimos la influencia de la gravedad sobre el
espesor de la pelicula liquida es mas pronunciada (Kreutzer et al., 2005).
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Figura 12. Patrones de flujo en canales capilares en funcion de las velocidades relativas gas-liquido
(Kreutzer et al., 2005)

La discriminacion de los diferentes patrones de flujo bifasico se realiza
generalmente de forma visual.

Para bajas velocidades superficiales de gas se consigue un flujo burbujeante
(Figura 12, a y b), donde el gas se encuentra disperso en el liquido en forma
de burbujas individuales. A medida que se aumenta la velocidad de la fase
gaseosa, las burbujas colisionan entre si, formando burbujas lo
suficientemente grandes para abarcar practicamente la totalidad de la
seccion transversal del capilar, formando paquetes de gas en el seno del
liquido (Figura 12, c y d). Al aumentar aln mas la velocidad de la fase gas, se
provoca la ruptura de los paquetes de liquido, adoptando un flujo caédtico y
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turbulento, sin una frontera bien definida entre las fases (Figura 12, e y f).
Cuando la velocidad del gas es muy alta se obtiene un flujo anular (Figura 12,
g), donde el gas fluye por el centro del capilar, arrastrando consigo la pelicula
liquida en forma de una capa delgada adherida a las paredes del capilar; o un
flujo de neblina (Figura 12, h), donde las bajas fracciones de liquido son
arrastradas en forma de pequenas gotas por el gas.

Se tratara de adaptar las velocidades relativas de las fases aire-agua para
alcanzar un flujo segmentado o flujo de Taylor (Figura 12, ¢ y d) que maximiza
el area interfacial entre las fases y reduce el espesor de la pelicula liquida,
favoreciendo la transferencia de materia.
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2. OBJETIVOS

La finalidad de este trabajo es la degradacion de metano a bajas
concentraciones, presente en una corriente de aire, mediante el uso de
microorganismos capaces de eliminar dicho compuesto.

Para lograr este objetivo principal se ha llevado a cabo el diseno, construccion
y optimizacion de un innovador biorreactor de flujo de Taylor, con una alta
transferencia de masa, inoculado con bacterias metanétrofas e incluyendo
surfactantes.

Los objetivos especificos perseguidos son:

- Diseno, construccion e implantacion de un biorreactor de flujo de Taylor.

- Estudio de la influencia del diametro de capilar en la eficiencia del
proceso de degradacion de metano.

- Estudio de la influencia de la adicion de surfactantes al medio de cultivo
del biorreactor.

- Estudio de la influencia del tiempo de residencia del gas.

- Estudio de la influencia de recirculacion interna del gas.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MEDIO DE CULTIVO

Como medio de cultivo se ha utilizado medio mineral salino, al cual se
adiciond un in6culo bacteriano previamente cultivado y un lodo activo fresco
proveniente de la EDAR de Valladolid. Ademas, después de cuatro meses de
experimentacion y tras su estudio previo en biorreactores en lote, se han
anadido distintos tensioactivos.

El medio mineral salino estuvo formado por los siguientes compuestos:

Tabla 1. Composicion del medio mineral salino

KH2PO4 700 mg/L
K2HPO4-3H20 920 mg/L
KNOs3 3000 mg/L
NaCl 200 mg/L
MgS0s-7H20 350 mg/L
CaCl2-2H20 26 mg/L
Solucion de micronutrientes 2 ml/L

- La solucion de micronutrientes esta constituida por compuestos traza en
las concentraciones mostradas en la Tabla 2.

Tabla 2. Composicion de la solucion de micronutrientes agregada al medio mineral salino

EDTA 500 mg/L
FeSO04-7H20 200 mg/L
ZnS04-7H-0 10 mg/L
MnCl-4H20 3 mg/L
HsBOs 3 mg/L
CoCl-6H20 20 mg/L
CuCl2-2H,0 1 mg/L
NiCl2-6H20 2 mg/L
NaMo04-2H20 3 mg/L

Los reactivos quimicos utilizados tienen una pureza de al menos un 99,0 %y
fueron adquiridos en Panreac® (Barcelona; Espana).

In6culo. Se empled una mezcla de cultivo mixto de Methylocystis parvus
(bacteria metanétrofa) y lodos activos. El cultivo inicial de Methylocystis
parvus, crioconservado en glicerol a - 80°C, se reactivd y cultivd en
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condiciones apropiadas antes de inocular el reactor en concentracion inicial
0,2 g/L (Rodriguez et al., 2022, p. 2,3).

Tensioactivos. El objetivo de anadir agentes tensoactivos es aumentar la
solubilidad del metano en la fase liquida, mejorar la transferencia de materia,
asi como aumentar la afinidad microbiana por el contaminante. Se utilizaron
los siguientes tensioactivos anidnicos y no idnicos, por ser menos toxicos para

los microorganismos que los tensioactivos catidonicos (Rios Ruiz, 2014):.

Polidimetilsiloxano (PCode: 1003003181, EEUU).

Tween 60 (PCode: 4102312869, EEUU).

Brij 58 (PCode: 1003356338, EEUU).

Dodecilbencenosulfonato de sodio (PCode: 102467714, Francia).

3.2. MONTAJE EXPERIMENTAL

El biorreactor de flujo de Taylor estuvo compuesto por los siguientes
elementos:

- Camaras de cloruro de polivinilo (PVC): el reactor esta compuesto por dos
tanques cilindricos que cuentan con 25 orificios donde se conectan los
tubos capilares que conectan ambas partes.

El depdsito superior (Figura 13) tiene 16 cm de diametro y un
volumen de 8,5 L. Cuenta con una tuberia de entrada para
introducir medio mineral y dos salidas de fase liquida, una de ellas
para tomar muestras del medio de cultivo y otra actia como
tuberia de succion de la bomba. Ademas, tiene una salida de la
fase gaseosa hacia una trampa de agua que protege el
tomamuestras.

El tanque inferior (Figura 14) se compone de dos partes separadas
por una membrana. La parte superior tiene un diametro de 12,5
cmy 1,5 L de capacidad y cuenta con dos entradas provenientes
de la recirculacion del medio y una salida de recoleccion de
muestras liquidas. La parte inferior, de 12 cm de diametroy 1 L de
volumen, cuenta con un cono inferior provisto de una valvula para
retirar posibles filtraciones de liquido, ademas de una entrada
lateral por la que se introduce la corriente de aire contaminado con
metano.

- Membrana perforada (Figura 15): fabricada en neopreno con 19,5 cm de
diametro y 3 mm de espesor. Cuenta con 473 orificios (realizados con
aguja de 0,5 mm) homogéneamente distribuidos en su parte central de 8
cm de diametro. Su funcion es permitir el paso de aire en pequenas
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burbujas hacia los capilares, asi como restringir la caida del medio de
cultivo a la parte inferior. Se encuentra separando las dos partes en la
camara inferior del reactor, tal y como se muestra en la Figura 14.

Tubos capilares: se utilizaron 25 tubos capilares de 1 m de longitud. Para
comprobar la eficacia de degradacion del metano se realizaron dos
experimentos con tubos de distintos diametros internos (1,5 mmy 3 mm).
Los tubos capilares de 1,5 mm fueron de polietileno, mientras que los
tubos capilares de 3 mm fueron de vidrio.

Camara de mezcla (Figura 16): deposito cilindrico de cloruro de polivinilo
de 12,5 cm de diametroy 2,2 L de capacidad, donde tiene lugar la mezcla
del aire y del metano puro proveniente de un cilindro a presion. En la
Ultima fase de la experimentacion se empled otra camara de mezcla
cilindrica de tres conexiones, 8 cm de diametroy 0,6 L de volumen.

Botella de vidrio Pyrex de 1 L: se emplea como trampa de agua para
reducir la cantidad de humedad de la corriente de salida del reactor, para
proteger al tomamuestras de condensaciones.

Manometro (Figura 17): se utiliza para controlar la presion del aire (1,2
bar) proveniente de la linea general.

Rotametros: en este estudio se han utilizado dos tipos.

- Corriente gaseosa: cuentan con valvula de regulacion de caudal. En
la corriente de aire se ha dispuesto un rotametro de rango 0-5
L/min (Figura 19). En la corriente de recirculacion interna de aire
se utilizd un rotametro de 0-10 L/min. Ambos de la marca Aalborg
Inc. (Nueva York, EEUU).

- Corriente liquida: para la lectura del caudal proporcionado por la
bomba de recirculacidon se han utilizado dos caudalimetros de
diferente rango (0-1000 L/h y O-1 L/min) en funcion de las
necesidades de operacion (Figura 20).

Controlador de flujo masico (Figura 18): permite regular el flujo de entrada
de metano. Se utilizaron dos controladores de rangos 0-20 ml/min y
0-200 ml/min (modelo GFC17, Aalborg Inc., EEUU).

Toma-muestras de gases: se han empleado dos toma-muestras de vidrio
(Afora S.A, Barcelona, Espana) para obtener las muestras gaseosas de

entrada y salida del sistema.

Bomba de recirculacion: su funcion es impulsar el medio de cultivo
proveniente de la camara superior hacia la inferior. Se han utilizado dos
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bombas durante la experimentacion, una peristaltica (Watson Marlow) y
posteriormente una bomba centrifuga de estanque (Figura 21; modelo
DM-22000 Vario S, Aquaforte, Espana) con el fin de evitar los pulsos
producidos por la primera al operar con altos caudales.

- Compresor de aire (Figura 22; H5P3 P 1 230V 50Hz, ElectroAD): dispuesto
en la linea de recirculacion interna, permite la circulacion de aire desde la
camara superior a la inferior.

- Valvulas: para regular el paso del flujo en la linea gaseosa se utilizaron
valvulas “on/off” para tuberias de 8 y 6 mm de diametro externo. En la
linea de recirculacion liquida se dispuso una valvula antirretorno para
evitar el retroceso del medio de cultivo a la bomba peristaltica y una
valvula de bola que permitia la regulacion del caudal recirculado durante
la primera fase del experimento. Hacia el final de la experimentacion se
instal6é una valvula antirretorno en la linea de aire.

Figura 14. Camara inferior

Figura 15. Membrana perforada Figura 16. Camara de mezcla
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Figura 17. Manémetro (psi, bar) Figura 18. Controlador de flujo masico

Figura 21. Bomba recirculacion (Aquaforte, Espana) Figura 22. Compresor
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El diagrama de flujo del proceso experimental realizado queda representado
en la Figura 23:
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El experimento se llevd a cabo en un biorreactor de flujo de Taylor de 7,3 L de
volumen (til de trabajo. El biorreactor estuvo formado por dos camaras
cilindricas de cloruro de polivinilo, separadas por 25 tubos capilares
circulares, por donde asciende el medio y el aire en un flujo segmentado. El
biorreactor se instal6 en una sala de temperatura controlada (24+2°C).

(13)0)

Figura 23. Diagrama de flujo experimental

En el transcurso de la experimentacion se utilizaron dos tipos de tubos
capilares de 1 m de longitud. Los primeros ensayos se realizaron con
capilares de polietileno de 1,5 mm de diametro interno. Posteriormente, se
sustituyeron por tubos de vidrio de 3 mm de diametro interno.

La camara superior (1) contiene 5,5 L de medio de cultivo y un espacio de
cabezas de 3 L. En su interior cuenta con un cono para lograr una correcta
distribucion de las burbujas de aire y de esta forma aumentar la transferencia
de materia entre las fases y con un iman para resuspender la biomasa desde
su exterior y evitar su aglomeracion en la base y paredes del reactor.

El tanque inferior (2) contiene un depdsito en su parte baja por donde se
introduce el aire cargado de metano y asciende a la camara principal a través
de una membrana perforada.
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El sistema cuenta con recirculacion del medio, desde la camara superior a la
inferior a través de una bomba (11), pasando por un rotametro (8) que
permite la lectura del caudal recirculado y una valvula antirretorno (13) que
evita el retroceso del medio.

El metano se introduce a través de un controlador de flujo masico (9) para
garantizar el caudal deseado, llegando a una camara de mezcla (4), donde
también llega el aire tras pasar por un caudalimetro (7). En la camara se
produce la mezcla perfecta de los gases, saliendo hacia un toma-muestras de
entrada (10) y llegando al depdsito de la camara inferior. El aire contaminado
asciende por capilaridad formando un tren de burbujas junto con el medio en
los capilares, llegando a la camara superior y saliendo por el espacio de
cabezas hacia una botella que actida como trampa de agua (5) y, finalmente,
hacia un toma-muestras de salida (10).

Tras varios ensayos con resultados poco satisfactorios se procedid a
modificar el sistema experimental anadiendo recirculacion interna de la fase
gaseosa (Figura 24). La recirculacion interna de la fase gas permitiria
aumentar la turbulencia del sistema (evitando las aglomeraciones de
biomasa) y aumentar el tiempo de contacto de las fases, consiguiendo
mayores eficacias globales de biodegradacion de metano.
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Figura 24. Diagrama de flujo con recirculacion interna de gas
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3.3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La experimentacion comienza con el montaje del biorreactor de flujo de Taylor
y la realizacion de una prueba hidraulica para detectar posibles fugas de gas 'y
liquido, y fallos en la hidrodinamica del sistema. Tras su comprobacion se
procede a inocular el reactor y establecer las condiciones de operacion.

El experimento se desarrolla variando los flujos de metano, aire y caudal
recirculado con el fin de conseguir las condiciones de operacion del
biorreactor que aseguren una correcta degradacion de metano. Segun el
diseno del reactor se distinguen dos experimentos claramente diferenciados:

1) Durante los primeros 195 dias de experimentacion, se utilizaron capilares
de plastico de 1,5 mm de diametro interno. Se diferenciaron seis ensayos
realizados con esta configuracion.

e Ensayol (11/08 - 7/09; 28 dias)

Aire (L/min) | Metano (ml/min) | Recirculacién (L/min)

1 | 5 | 1,7 -25

e Ensayo 2 (12/09 - 25/10; 44 dias)

Aire (L/min) | Metano (ml/min) | Recirculacién (L/min)

1 | 5 | 04 -1

e Ensayo 3 (25/10 - 21/11; 28 dias)

Aire (L/min) | Metano (ml/min) | Recirculacién (L/min)

1 | 2,5 | 0,5

e Ensayo 4 (21/11 - 08/12; 18 dias)

Aire (L/min) | Metano (ml/min) | Recirculacién (L/min)

0,75 | 1,3 | 0,5

e Ensayo 5 (08/12 - 30/01; 54 dias): adicion de surfactantes

Aire (L/min) | Metano (ml/min) | Recirculacién (L/min)

0,75 | 1,3 | 0,5-0,8

e Ensayo 6(31/01 - 21/02; 22 dias)

Aire (L/min) | Metano (ml/min) | Recirculacion (L/min)

0,75 | 1,3 | 1,3-18
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2) Durante los Ultimos 92 dias de operacion, el biorreactor se operd con
capilares de vidrio de 3 mm de didmetro interno. Se han llevado a cabo 3
ensayos variando las velocidades relativas de las fases, asi como la carga
de contaminante alimentada.

e Ensayo 7 (27/03 - 24/04; 28 dias)

Aire (L/min) | Metano (ml/min) | Recirculacién (L/min)

1,5 | 2,6 | 2,5

e Ensayo 8 (02/05 - 11/05; 10 dias)

Aire (L/min) | Metano (ml/min) | Recirculacién (L/min)

1,3 | 35 | 2,5

e Ensayo 9 (15/05 - 7/07; 54 dias): recirculacion interna

Aire (L/min) | Metano (ml/min) | Recirculacion (L/min)

1,3 | 3,5 | 2,5

3.4. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS
3.4.1. CONCENTRACION DE METANO

Las concentraciones de metano a la entrada y salida del reactor se midieron
con un cromatografo de gases (Agilent 8860) equipado con un inyector en
modo Split, una columna Agilent HP-5 (30m x 320um x 0,25um) y un detector
de ionizacion de llama (FID). Las temperaturas de inyector, columna y
detector se fijaron a 150°C, 40°C y 250°C, respectivamente. Se us6 helio
como gas portador (3,9 ml/min) y como gas “make up” nitrégeno (25 ml/min).
Para el detector se usaron flujos de 300 mL/min y 30 mL/min de aire e
hidrégeno, respectivamente.

Las muestras gaseosas a la entrada y salida del sistema se tomaron
diariamente con una jeringa para gases de 500 uL (modelo 1750 SL SYR,
Hamilton, EEUU).

El tiempo de analisis de cada muestra es de 2 min, siendo el tiempo de
retencion de metano de 0,95 min. Los cromatogramas obtenidos aportan las
areas de pico de metano, resultados utilizados para hallar las
concentraciones de entrada y salida y la eficacia de eliminacion de metano.

La senal analitica proporcionada por el cromatdgrafo se relaciona linealmente
con la concentracion a través de una recta de calibrado. Para realizar el
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calibrado se utilizaron patrones externos de concentracidon conocida de
metano, preparados en una bolsa de muestreo de gas con valvula de cierre a
presion de 1 L (Tedlar) y un bulbo de vidrio de 250 ml (Sigma-Aldrich, Espana).

La pendiente de la recta de calibrado se relaciona con las areas obtenidas en
los cromatogramas para calcular las concentraciones de entrada ([CHalin) ¥y
salida ([CH4lout) de metano del sistema experimental (expresadas en ppmv).
También se calcula el flujo masico de entrada (rin) y salida (1out) teniendo en
cuenta las condiciones experimentales de presion (0,947 atm) y temperatura
(25°C) y la masa molecular del metano (16,04 g/mol).

La eficacia de eliminacion de metano se expresa en porcentaje (%EE), caudal
masico degradado (1) y carga volumétrica degradada (Cv) a través de las
siguientes ecuaciones:

EE (%) = [CH"][E []CH" 2L.100 (Ecuacion 3)
m (mgh™) = ([CH,],, — [CH,],.) - Quire (Ecuacion 4)
C, (gm3ht) = - il (Ecuacion 5)

3.4.2. PRESION DE OPERACION

La medida de la presion de la corriente gaseosa se realiz6 diariamente en los
toma-muestras de entrada y salida con un sensor electrénico de presion
diferencial con pantalla digital (S/N 000007482313 ifm electronic,
Alemania).

3.4.3. CONCENTRACION DE SOLIDOS SUSPENDIDOS

La determinacion de los sélidos suspendidos totales (SST) y volatiles (SSV) se
ha realizado mediante gravimetria conforme al PNT-16-01 (Departamento de
Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio Ambiente, 2014).

Los SST son la fraccion de soélidos retenidos en un filtro de fibra de vidrio de
0,45 ym de tamano de poro que posteriormente se seca en una estufa a
105°C durante 3 horas. Transcurrido este tiempo se coloca el filtro en un
desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente y se pesa en una balanza
hasta peso constante.
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Los SSV representan la porcion de sélidos volatilizados al calcinar el filtro en
una mufla a 550°C durante 45 minutos y se asimilan a la concentracion de
biomasa.

Las muestras de cultivo fueron tomadas semanalmente y conservadas en el
frigorifico hasta su analisis.

3.4.4. CONDUCTIVIDAD Y pH

La medida del pH y de la conductividad se llevo a cabo mediante el PNT-9-01
(Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio Ambiente,
2021) en un medidor de pH (modelo basic 20+, Crison, Espana) tras
calibracion previa mediante tres disoluciones tampén (pH 4,7 y 9).
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EVALUACION DEL RENDIMIENTO DEL PROCESO CON TUBOS
CAPILARES DE PLASTICO

La primera parte de la experimentacion se realizé con capilares de polietileno
de 1,5 mm de diametro interno. Esta configuracion se mantuvo durante seis
ensayos en los que se fueron variando las condiciones de operacion.

A continuacion, se exponen de forma individual las observaciones, incidencias
y soluciones aportadas en cada uno de los ensayos.

e Ensayo 1 (28 dias):

En el primer ensayo se operd con un caudal de aire de 1 L/min y un caudal de
metano de 5 ml/min. La bomba peristaltica se configuré a la minima potencia
gue permitia la succion del medio de cultivo desde la camara superior hacia
la inferior con el objetivo de aportar un caudal de 100-150 L/h (1,7-2,5
L/min).

Con estas condiciones se observo que en pocos capilares se mantuvo un flujo
de Taylor estable, tres de ellos incluso obstruyéndose temporalmente. La
biomasa crecié lentamente tal y como queda reflejado en los analisis de
soélidos suspendidos en el Grafico 5. El pH aumentd con el crecimiento de la
biomasa, mientras que la conductividad disminuyé (Grafico 6).

A pesar de operar la bomba en el minimo caudal, la camara inferior se lleno
por completo. El décimo dia del ensayo, como consecuencia de este hecho, se
observd que parte del medio traspas6 la membrana de la camara inferior
debido al peso del medio acumulado y la obstruccion de varios capilares. Tras
parar la bomba para vaciar el desaglie de la camara inferior, se recogieron
850 ml de medio que se devolvieron a la camara superior. Dos dias después
se observé nuevamente medio de cultivo en el desague (200 ml), por lo que
se penso en la posible rotura de la membrana.

El decimoquinto dia se par6 el sistema para incorporar una valvula de
regulacion y crear un “loop” en la bomba (Figura 25). Esto permitié que parte
del caudal recirculado regresase a la bomba, evitando que el medio se
acumulase en la camara inferior. Ademas, se instalé una nueva membrana de
neopreno para evitar la filtracion del medio de cultivo.
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Figura 25. Diagrama de flujo con regulacion de la recirculacion de liquido

Los resultados muestran unas concentraciones de entrada de metano de
1969+107 ppmv (Grafico 1) y unas concentraciones de salida de 1739+142
ppmv (Grafico 2), eliminandose de media 1,2+0,6 g m= h'1 de contaminante
(Grafico 3).

Las maximas degradaciones obtenidas en este primer ensayo son de 22,4 %y
22,8 % los dias 22 y 23 respectivamente, tal y como se observa en el Grafico
4.

e Ensayo 2 (44 dias):

El nuevo experimento comenzé sustituyendo el rotametro de la corriente
liqguida de recirculacion por uno de menor rango (0-1 L/min). Los caudales de
aire y metano se mantuvieron invariables respecto al anterior ensayo (1 L/min
y 5 ml/min, respectivamente), disminuyendo Gnicamente el caudal de liquido
recirculado que se fija en torno a 0,5 L/min.

Ademas, se sustituyd la tuberia de impulsion por una de plastico mas rigido
para evitar riesgos de fuga, ya que, debido a los pulsos producidos por la
bomba peristaltica, la tuberia sufria una expansion y desgaste que
comprometian la integridad de la tuberia.

Los cuatro primeros dias del ensayo apenas se registré degradacion, llegando
el quinto dia a degradaciones en torno al 20 %, las cuales se mantuvieron
estables durante diez dias, momento en el cual se alcanzé una eliminacién
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del 41,5 %. Se suceden tres dias con degradaciones que superan el 40 %y
después descendieron arrojando resultados comprendidos entre el 20-30 %.

Las concentraciones medias de entrada y salida en el ensayo 2 fueron
2165+145 ppmv y 1657+209 ppmv, respectivamente, para una eliminacion
media de metano del 23,3+9,4 % (Grafico 4). La carga volumétrica de metano
degradado se doblé respecto al ensayo anterior (2,6+1,1 g m3 h3 frente a
1,2+0,6 g m3 h1) tal y como puede observarse en el Grafico 3. EI menor
caudal de recirculacion durante esta etapa, con el que se consiguié un flujo
de Taylor mas estable, podria explicar esta mejora en la capacidad de
eliminacion de metano.

Los sélidos suspendidos volatiles se mantuvieron estables las cuatro
primeras semanas de experimentacion en torno a 1,25+0,2 g/L. Sin embargo,
se aprecid un incremento bastante notable la quinta semana, llegando a
concentraciones de 2,19 g/L (Grafico 5). Este momento de mayor
concentracion de biomasa coincidid con un descenso en la eliminacion de
metano (15 % de degradacion).

El pH se mantuvo estable los primeros dias del presente ensayo,
apreciandose un incremento notorio al aumentar la biomasa del medio de
cultivo, disminuyendo a su vez la conductividad (Grafico 6).

e Ensayo 3 (28 dias):

En el tercer ensayo se redujo la concentracion de entrada de metano respecto
a los anteriores ensayos, tal y como se muestra en el Grafico 1. El caudal de
metano se disminuyé a la mitad, fijando el controlador en 2,5 ml/min,
mientras que el caudal de aire se conservd en 1 L/min. La recirculacion de
medio se mantuvo invariante respecto al anterior ensayo, fluctuando entre
0,4-0,7 L/min.

Este ensayo transcurrid sin incidencias ni cambios significativos en las
concentraciones de entrada (1236150 ppmv). Se obtuvo una menor
eliminacion de contaminante, alcanzando un maximo de 27,1 % vy
descendiendo en la Ultima fase del ensayo con degradaciones del 10 %
(Grafico 4).

Las mayores degradaciones se dieron a un pH de 7,96 y valor de
conductividad de 164 mS/cm. Posteriormente, el pH aumentd drasticamente
(8,53+0,3) y la conductividad disminuy6 (155+2 mS/cm), coincidiendo con el
descenso en la eliminacion de contaminante.

La concentracion de biomasa en esta etapa disminuyd gradualmente,
obteniendo unas concentraciones medias de 1,84+0,31 g/L en soélidos
suspendidos volatiles.
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e Ensayo 4 (18 dias):

En esta etapa, la concentracion de entrada de contaminante se redujo de
nuevo (797484 ppmv). El controlador de flujo masico de metano se fijo en 1,3
ml/min y el aire en 0,75 L/min. La recirculacion interna de medio se mantuvo
sin variacion.

Las degradaciones aumentaron progresivamente durante los diez primeros
dias, alcanzando un maximo de 32,8 % de degradacién. En los dias restantes,
hubo un descenso general en las eliminaciones y se obtuvieron valores
menores al 10 % de eliminacion.

La concentracion de sélidos suspendidos volatiles alcanzé minimos de 0,21
g/L (Grafico 5), apreciandose este hecho visualmente en un descenso de la
cantidad de biomasa en suspension. Este descenso en la biomasa pudo
deberse a la gradual disminucion en la concentracion de metano, que
constituyd la Unica fuente de carbono y energia del biorreactor.

El pH de la fase liquida se incrementd, obteniendo valores en torno a
8,48+0,24 frente a niveles de pH de 8,23+0,25 del anterior ensayo (Grafico
6). La conductividad se mantuvo en torno a 15744 mS/cm durante la etapa
de aumento en la tasa de degradacion y aumentd hasta 181 mS/cm en la
Ultima fase del ensayo.

e Ensayo 5 (54 dias):

El quinto ensayo se realizd con el objetivo de comprobar la eficacia de
eliminacion de metano al adicionar surfactantes, manteniendo las mismas
condiciones de operacion.

Se realiz6 un estudio previo en diez botellas de cristal herméticas de 2,1 L de
volumen, en las que se inocularon 500 ml de medio mineral salino, con 10 ml
de medio de cultivo procedente del sistema experimental. La corriente de
salida del biorreactor, ain con suficiente contenido en metano, se hizo
circular por el espacio de cabezas de cada botella, actuando como Unica
fuente de carbono y energia para los microorganismos. Las botellas se
mantuvieron en continua agitacion (400 rpm), empleando dos de ellas como
control negativo (sin aditivo, botellas 1 y 9). En otras dos (botellas 2 y 10) se
anadio polidimetilsiloxano (15 ml, 2,9 % en volumen) como aditivo organico
modelo, ya que previamente ha sido utilizado en biorreactores como
potenciador de transferencia de materia gas-liquido en la remocion de
metano (Munoz et al., 2012). En las botellas restantes, se anadieron
semanalmente (durante cuatro semanas) los surfactantes en las siguientes
cantidades:
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Tabla 3. Cantidad de surfactante anadido semanalmente a las botellas (expresado en mg) y
concentraciones finales obtenidas (mg/L)

Semanas L.
Botella | Surfactante 1 2 3 4 Concentracion
3 Tween 60 45 45 9,0 35,29
4 Tween 60 45 45 9,0 18,0 70,59
5 Brij 58 14,0 14,0 28,0 109,80
6 Brij 58 14,0 14,0 28,0 56,0 219,61
7 SDBS 1,6 1,6 3,1 12,35
8 SDBS 1,6 1,6 3,1 6,3 24,71

El montaje realizado queda ilustrado en la Figura 26.

Figura 26. Montaje para el estudio visual de la solubilidad de surfactantes

Trascurridos dos meses de adaptacion, se realizO un analisis de
hidrofobicidad de la biomasa segin un método ligeramente modificado
utilizado por Wu y colaboradores. Este método consistio en la toma de 40 ml
de muestra de cada una de las botellas tras previa agitacion turbulenta y
posterior centrifugacion (5 min, 5000 rpm). Posteriormente, se resuspendio la
parte organica en el medio original y se midid la absorbancia de las muestras
con un espectrometro UV-Vis a 600 nm (A1). A continuacioén, se tomaron 3 ml
de cada una de las soluciones de microorganismos en suspension anteriores,
se anadieron 0,75 ml de n-hexadecano, se agitd en un vortex (2 min, 2500
rom) y se dejaron reposar durante 30 min. Por Ultimo, se separd la fase
organica de la fase acuosa y se midi6 la absorbancia de la fase acuosa (A2) a
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la misma longitud de onda (600 nm). La hidrofobicidad de la superficie celular
se calcul6 segun la siguiente ecuacion:

Hidrofobicidad (%) = (1 — —) 100  (Ecuacién 6)

El analisis de hidrofobicidad concluyé que el surfactante que mostraba mayor
hidrofobicidad de la superficie celular era el dodecilbencenosulfonato de
sodio (SDBS).

Por este motivo, se decidi6 anadir 101,6 mg de SDBS al sistema
experimental, obteniendo una concentracion de 13,9 mg/L (suponiendo 7,3 L
de medio de cultivo). Inmediatamente la degradacion aument6 hasta un 21,6
%, pero horas después disminuyé a los valores anteriores (7 %). Al dia
siguiente, se anadieron 98,9 mg de SDBS, duplicando la concentracion de
surfactante en el medio de cultivo del sistema experimental y, tras el analisis
cromatografico, se obtuvo una degradacion del 20,6 %. En los dias
posteriores, la eliminacion disminuyd progresivamente. Esto pudo ser debido
a la biodegradacion del tensioactivo en el medio de cultivo (Rios Ruiz, 2014).

Las continuas inestabilidades en las concentraciones de entrada (824+68
ppmyv) y salida (722+67 ppmv) no permitieron observar ninguna mejora
significativa en el sistema tras la adicion del surfactante.

Con el fin de obtener una comunidad de microorganismos ya adaptada a este
tensioactivo, dos dias previos a la finalizacion del presente ensayo, se
centrifugaron las botellas 7 y 8, que contenian SDBS en concentraciones de
12,35 mg/L y 24,71 mg/L. La biomasa resultante se anadié al sistema
experimental. La eliminacion de estos dias aumentd rapidamente hasta el
15,5 % y 18,5 % respectivamente, lo que indico que los microorganismos se
adaptaron satisfactoriamente al metano en las botellas.

e Ensayo 6 (22 dias):

El altimo ensayo transcurrié en las mismas condiciones de operacion con
concentraciones de entrada de 78075 ppmwv.

Los pulsos producidos por la bomba peristaltica desgastaron el sistema de
tuberias que conecta la salida del reactor con el rotametro de recirculacion de
liguido, por lo que se decidid sustituir la tuberia por una mas rigida. Esto
supuso alteraciones en el caudal de recirculacion, perdiendo el control del
caudal recirculado y sin posibilidad de regulacion mediante la valvula.
Ademas, se produjo un incremento bastante significativo en la caida de
presion del sistema debido a la acumulacion de medio de cultivo en la
camara inferior, resultado del aumento de caudal recirculado.

Puesto que el rotametro no permitio la lectura del caudal recirculado, se midid
el tiempo de descarga de la bomba, resultando un caudal de 1,8 L/min. En
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este caso no tendriamos en cuenta la caida de presion asi que se decidid
medir el caudal succionado por la bomba resultando 1,3 L/min. El dato del
caudal recirculado se tom6 como la media entre estas dos mediciones.

No obstante, pese a los problemas ocasionados en la recirculacion, en este
ensayo se obtuvieron las mayores degradaciones, con valores maximos sobre
el 40 %. Ademas, las eliminaciones fueron relativamente estables, obteniendo
una media del 30,5+6,3 % de metano degradado. Este mejor funcionamiento,
puede ser atribuido a la adicion de la biomasa de las botellas que contenian
SDBS, con microorganismos adaptados a la presencia de este tensioactivo.

Los analisis de la fase liquida mostraron una drastica disminucion de los
sblidos suspendidos al anadir el tensioactivo, manteniéndose bastante
estables con concentraciones comprendidas entre 0,82+0,11 g/L de SST y
0,57+0,05 g/L de SSV (Grafico 5). Igualmente, se aprecio un ligero descenso
en el pH obteniendo valores de 8,06+0,11 (frente a pH de 8,24+0,17 previos
a la adicion del tensioactivo). La conductividad no sufri6 cambios
significativos manteniendo valores de 170+10 mS/cm (Grafico 6).

Una vez expuestos los ensayos de forma individual, se adjuntan los graficos
correspondientes a la primera fase del experimento, donde se distinguen
mediante lineas verticales los inicios de nuevos ensayos.

5 o mm wmw
e
= ﬂfm&owgw

0O 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195
Tiempo (dias)

Grafico 1. Concentraciones de metano a la entrada (ppmv). Barras verticales corresponden a la
desviacion estandar de mediciones en duplicado.
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Grafico 2. Concentraciones de metano a la salida (ppmv). Barras verticales corresponden a la
desviacion estandar de mediciones en duplicado.
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Grafico 3. Carga volumétrica de entrada (e) y degradada (A ). Barras verticales corresponden a la
desviacion estandar de mediciones en duplicado.
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Grafico 4. Degradacion de metano expresada en porcentaje. Barras verticales corresponden a la

desviacion estandar de mediciones en duplicado.

Las tasas mas altas de degradacion con esta primera configuracion se
consiguieron en el segundo y sexto ensayo (23,3+%9,4 % y 30,5%6,3 %
respectivamente), en los que se operd con caudales de 1 L/min de aire y 5
ml/min de metano en el segundo ensayo y 0,75 L/min de aire y 1,3 ml/min
en el sexto. La recirculacion de liquido se mantiene entre 0,5 - 1 L/min en el
segundo ensayo y en 1,5 L/min en el sexto.
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Grafico 5. Concentracion de soélidos suspendidos totales (e) y volatiles (A ) de la fase liquida. Barras

verticales corresponden a la desviacion estandar de mediciones en duplicado.
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Grafico 6. Evolucion con el tiempo del pH (®) y la conductividad (A ) de la fase liquida. Barras verticales
corresponden a la desviacion estandar de mediciones en duplicado.

Respecto a los analisis de la fase liquida es interesante apreciar la
disminucion gradual de los sélidos suspendidos en el tercer ensayo (Grafico
5), al someter al medio de cultivo a una disminuciéon del metano alimentado.
Se redujo la concentracion de biomasa y este hecho conllevé menores tasas
de degradacion obtenidas. Los niveles de biomasa se recuperan a medida
que el medio se adapta a las nuevas condiciones, aunque no se aprecia este
hecho en las degradaciones obtenidas por las continuas inestabilidades en
las concentraciones durante el quinto ensayo.

En la Tabla 4 se muestran las condiciones de operacion y degradaciones de
los ensayos en los que se obtuvieron mayores eficacias de remocion:

Tabla 4. Condiciones de operacion y resultados obtenidos en los ensayos 2y 6

2 6
Relacion Qgas/ Qirquido 1-2 0,5
Carga metano en aire (% v/v) 0,50 0,17
Carga entrada (gm-=h?) 11,0+0,7 3,0+0,3
Carga eliminada (gm-h-1) 2,6+1,1 0,940,3
Eficacia eliminacion (%) 23,349,4 30,5+6,3
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SSV (g/L) 1,44+0,42 0,57+0,05
pH 7,75+0,16 8,084+0,11
Conductividad (mS/cm) 19047 167+9

Como se aprecia en la Tabla 4, en el ensayo 2 las concentraciones de metano
en la entrada fueron el triple que en el ensayo 6, apreciandose una mayor
estabilidad en las concentraciones en éste al operar con menores
concentraciones. La tasa de degradacion aumentd en el ensayo 6 como
consecuencia de la adicion del tensioactivo SDBS y la comunidad de
microorganismos adaptada en las botellas.

Investigaciones similares muestran una capacidad de remocion de metano
comprendida entre el 29 - 34 % en biofiltros operados en continuo, con
cargas comprendidas entre 16+2 g m3 h1y un 0,2% v/v de metano (Gomez
Cuervo, 2013) . Otras bibliografias muestran eficiencias de eliminacién del 70
% utilizando mayor carga de contaminante (3 % v/v) en un sistema de
biofiltracion empacado con vermiculita (Villa et al., 1997). Biorreactores de
columna de burbujeo, inoculados con un consorcio metanoétrofo presentaron
eficiencias de eliminacion de metano de 31,22+4,22 % (Merchan Catalina,
2018).

4.2. EVALUACION DEL RENDIMIENTO DEL PROCESO CON TUBOS
CAPILARES DE VIDRIO

La segunda parte de la experimentacion se llevé a cabo con tubos capilares
de vidrio de 3 mm de diametro interno.

Las condiciones de operacion se modificaron respecto a las anteriores, siendo
necesaria una mayor recirculacion del medio de cultivo. Por este motivo, se
sustituy6 el rotametro de rango O - 1 L/min por el de O - 1000 L/h.

Al introducir los tubos de vidrio se modificd la presion del sistema y las
concentraciones de entrada y salida comenzaron a desestabilizarse. Se
decidio sustituir la bomba peristaltica por una bomba centrifuga para evitar
los pulsos producidos por la anterior, pudiendo ser este el motivo de la
inestabilidad en las concentraciones. Ademas, se prescindié de la valvula de
bola para controlar la recirculacion y de la valvula antirretorno. Se instal6é una
nueva membrana de neopreno con 429 orificios de 0,5 mm de diametro de
poro.
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Se realiz6 una nueva recta de calibrado en el GC-FID y una vez se
estabilizaron las concentraciones se dio comienzo a los ensayos.

e Ensayo 7 (28 dias):

Las condiciones de operacion con las que se experimentd fueron de 1,5
L/min de caudal de aire y 150 L/h de caudal recirculado (2,5 L/min). El
controlador de flujo masico se fijo en 2,6 ml/min por lo que la concentracion
de metano se duplicd respecto al ensayo anterior con areas de entrada de
1406+96 ppmv (Grafico 7).

Se aprecio un descenso en la cantidad de biomasa presente en el reactor. Los
analisis de sélidos suspendidos volatiles arrojaron resultados comprendidos
entre 0,27+0,05 g/L (Grafico 11). Esto podria atribuirse al estrés ocasionado
por el cambio drastico de condiciones en el reactor, como el aumento de la
turbulencia al incrementar la recirculacion de la fase liquida.

Los resultados mostraron una carga degradada de 2,5+0,6 g m= hl frente a
los 11+1 g m= h'1 de entrada (Grafico 9). Esto se tradujo en una menor tasa
de degradacion en comparacion con el experimento anterior (23,245,2 %
respecto a 30,5+6,3 %), lo cual pudo ser debido al aumento de la carga de
entrada de metano, al descenso de la cantidad de biomasa en el reactor o al
peor transporte gas-liquido dentro de los capilares de mayor diametro.

e Ensayo 8 (10 dias):

Con el fin de estudiar la capacidad del sistema a mayores concentraciones de
contaminante y estimular el crecimiento de biomasa del medio de cultivo, se
aumento el flujo de metano fijando el controlador en 3,5 ml/min, ademas de
disminuir el flujo de aire hasta 1,3 L/min. El caudal de liquido recirculado se
mantuvo en 150 L/h (2,5 L/min).

El segundo dia del ensayo las concentraciones de entrada disminuyeron
considerablemente, por lo que se pensoé en la posibilidad de una fuga de gas
en el sistema. Finalmente, se encontré un problema en el controlador de flujo
masico, ya que estaba averiado y no suministraba adecuadamente el metano
al biorreactor. Por tanto, se sustituyé dicho controlador por uno de mayor
rango (0-200 ml/min) y al dia siguiente se recuperaron las concentraciones
anteriores.

Los dias posteriores se observaron inestabilidades en las concentraciones,
incluso hacia el final del experimento las concentraciones de salida fueron
superiores a las de entrada, obteniendo degradaciones negativas. Se realiz6
un chequeo general del sistema para detectar posibles causas de esta
inestabilidad: revision de fugas en las tuberias y en la camara de mezcla,
cambio de los septum usados de los toma-muestras, comprobacion del
controlador de flujo masico, revision de rotametros, etc. Finalmente, se
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observd que todo estaba en buen estado por lo que no se pudo localizar la
causa del problema. Ademas, se revis6 el GC-FID y se probd la toma de
muestra a través de otra jeringa de gases, pero las degradaciones no
mejoraron.

e Ensayo 9 (26 dias):

Este ensayo se realizd con el fin de aumentar las tasas de degradacion en el
sistema experimental. Para ello se anadio un sistema de recirculacion interna
del gas que aumentara la turbulencia y el tiempo de contacto entre las fases,
redirigiendo la corriente gaseosa de salida de la camara superior hacia la
entrada de la corriente gaseosa de la camara inferior, mediante el uso de un
compresor intermedio, tal y como se muestra en la Figura 24. Las condiciones
de operacion y la carga de metano de entrada se mantuvieron como en el
anterior ensayo, fijando un caudal de recirculacion de gas de 5 L/min.

Tras el cambio surgieron las siguientes incidencias:

- Al introducir mayor turbulencia al sistema por el aumento del caudal de
aire alimentado a través de la recirculacion, parte de las burbujas
alcanzaban la tuberia de succion de la bomba, lo que provocaba la falta
de recirculacion de liquido y una pérdida energética considerable. Como
solucién a este problema se decidid incorporar un cilindro de plastico en la
camara superior, sobre el cono que distribuye las burbujas, tal y como se
muestra en la Figura 27, de forma que las burbujas estuvieran mas
dispersas y no llegasen a ser succionadas por la tuberia bomba.

N
N—

SN—

Figura 27. Camara superior con cilindro sobrepuesto

- Al introducir mayor pérdida de carga debido al compresor de recirculacion
de gas, la bomba de recirculacion liquida perdia potencia a lo largo del
dia, no logrando mantener el caudal recirculado necesario y unas
condiciones de operacion estables.
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- Debido al funcionamiento en continuo del compresor, el aire de entrada
sufrid un incremento de temperatura que se transmitia al medio de
cultivo, llegando a alcanzar temperaturas de 35,3+0,2°C.

El primer dia se obtuvo una degradacion del 39,5 %, pero al dia siguiente la
tasa de degradacion descendid hasta 13,9 % (Grafico 10). Se sucedieron
dieciséis dias en los que la concentracion de entrada de metano variaba en
exceso, con tasas de degradacion en torno a 19,0+6,4 %. Esta inestabilidad
hizo que se llegase incluso a degradaciones negativas debido a un descenso
acusado en las concentraciones de entrada (1537+190 ppmv frente a los
21994143 ppmv anteriores). Con el fin de recuperar las concentraciones de
entrada iniciales se aumentoé el flujo de metano fijando el controlador de flujo
masico en 4 ml/min. No obstante, esto no causé ningun cambio favorable, ni
se recuperaron totalmente las concentraciones iniciales de entrada,
registrando concentraciones de 19804543 ppmv. Posteriormente, se
aumentd adn mas la carga de contaminante fijando el controlador en 6
ml/min para observar si se producia algin cambio, obteniendo
concentraciones de entrada incluso menores a las anteriores (1701+219
ppmv). Se sospechd que la inestabilidad estaba causada por el compresor de
recirculacion y cambios de presion incontrolados. Tras prescindir del
compresor, las concentraciones de entrada solo aumentaron temporalmente
a los valores esperados, pero la inestabilidad volvié rapidamente.

Para disminuir la inestabilidad en la presion del caudal de entrada se
procedio a recoger muestras de la corriente de entrada con una bolsa Tedlar,
creando una bifurcacion en la tuberia del gas de entrada desde donde se
llenaba la bolsa. Después se tomaba la muestra con la aguja para el analisis
GD-FID. Las concentraciones aumentaron, pero continuaban siendo
inestables. Ademas, se incorpord una valvula antirretorno a la salida de la
camara de mezcla, aguas arriba del toma-muestras de entrada, para evitar
cualquier posible cambio de presion que provocase una inversion del flujo de
corriente gaseosa, pero los resultados ho mejoraron.

Puesto que el problema parecia residir en la presion de entrada del aire, se
disené un cambio en el sistema como se muestra en la Figura 28. Se
incorpord una nueva camara de mezcla para mezclar la corriente gaseosa
recirculada con la corriente de entrada al sistema, manteniendo el toma-
muestras de entrada a presion ambiental, ademas de colocar el compresor de
recirculacion de gas tras esta camara de mezcla. Nuevamente, los valores se
recuperaron temporalmente, pero descendieron al dia siguiente obteniendo
nulas degradaciones (incluso negativas).
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Figura 28. Diagrama de flujo con recirculacion interna de gas con nueva camara de mezcla incorporada

Tras 16 dias con esta configuracion en los que continuaron las
inestabilidades en las concentraciones, parecia que el sistema comenzaba a
estabilizarse, pero obteniendo concentraciones de entrada y salida similares.
Esto podria ser debido al deterioro de los microorganismos, a su vez
provocado por la falta de estabilidad del sistema y el aumento de la
temperatura causado por la bomba centrifuga. Para evitar una limitacion
biologica reflejada en las bajas degradaciones registradas y en las bajas
concentraciones de biomasa en el medio de cultivo (Grafico 11), se decidio
reinocular el biorreactor con un cultivo de la bacteria metanétrofa
Methylocystis hirsuta adquirido en el Instituto Libniz (Alemania) (Rodriguez et
al., 2020).

En la dltima parte de la experimentacion las concentraciones fueron mas
estables, obteniendo concentraciones de entrada de 1536+197 ppmv
(Grafico 7) y salidas en torno a 1486+87 ppmv (Grafico 8) aunque
registrando valores de entrada y salida similares. Las eficacias de eliminacion
fueron muy bajas, incluso negativas. Esto se podria atribuir a la falta de
adaptacion de los microorganismos al sistema experimental y a las altas
temperaturas registradas en el medio de cultivo que dificultan la
transferencia del metano del contaminante a la fase acuosa.

A continuacidon, se muestran los resultados de esta segunda parte de la
experimentacion, donde se distinguen mediante lineas verticales los inicios
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de los ensayos y, en el caso del Gltimo, los cambios en las condiciones de
operacion, diseno y reinoculacion expuestos anteriormente.
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Grafico 7. Concentraciones de metano a la entrada (ppmv). Barras verticales corresponden a la
desviacion estandar de mediciones en duplicado.
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Grafico 8. Concentraciones de metano a la salida (ppmv). Barras verticales corresponden a la
desviacion estandar de mediciones en duplicado.
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Grafico 9. Carga volumétrica de entrada (e) y degradada (A ). Barras verticales corresponden a la
desviacion estandar de mediciones en duplicado.
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Grafico 10. Degradacion de metano expresada en porcentaje. Barras verticales corresponden a la
desviacion estandar de mediciones en duplicado.
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Grafico 11. Concentracion de solidos suspendidos totales (e) y volatiles (A ) de la fase liquida. Barras
verticales corresponden a la desviacion estandar de mediciones en duplicado.
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Grafico 12. Evolucion con el tiempo del pH (®) y la conductividad (A ) de la fase liquida. Barras
verticales corresponden a la desviacion estandar de mediciones en duplicado.

Puesto que los dos ultimos ensayos realizados con esta configuracion
mostraron unas claras inestabilidades no fue posible sacar conclusiones
fiables si se tuvieran en cuenta. Por este motivo, los resultados obtenidos
durante la experimentacion con la configuracion de los capilares de vidrio de
3 mm de diametro interno se resumen en el ensayo 7, cuyos resultados se
muestran en la Tabla 5.
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Tabla 5. Condiciones de operacion y resultados obtenidos en el ensayo 7

Relacion Qgas/ Qiiquido 0,6
Carga metano en aire (% v/Vv) 0,17
Carga entrada (gm-=h1) 10,8+0,7
Carga eliminada (gm-h-1) 2,5+0,6
Eficacia eliminacion (%) 23,2+5,2
SSV (g/L) 0,27+0,05
pH 8,12+0,05
Conductividad (mS/cm) 169+2
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5. CONCLUSIONES

El reactor de flujo de Taylor, a pesar de los altos coeficientes de transferencia
registrados en trabajos previos, no fue capaz de superar la limitacion de
transporte durante el tratamiento de emisiones diluidas de metano.

Cargas de entrada de 11,0+£0,7 g m3h1 (0,50 % v/v de metano) con una
relacion gas-liquido de 1 - 2 mostraron eficacias de eliminacion del 23,3+9,4
% frente a los 11,7+6,1 % registrados con relaciones gas-liquido menores (0,4
- 0,6).

Al disminuir la carga de metano (0,25 % v/v) y manteniendo una relacion gas-
liquido de 2 el sistema sufrié un leve descenso en las degradaciones
obtenidas con eficacias de eliminacion del 17,6+4,9 % (frente a eficacias de
eliminacion del 23,3+9,4 % obtenidas con cargas del 0,50 % v/v).

Un aumento del tiempo de residencia del gas (9,7 min) y un flujo de metano
alimentado al 0,17 % v/v se tradujo en degradaciones del 16,0+8,4 %, frente
alos 17,6+4,9 % registrados con tiempos de residencia menores (7,3 min) y
cargas de entrada al 0,25 % v/v de metano.

La adicion del tensioactivo SDBS supuso una solucion a la limitacion en la
transferencia de materia y las degradaciones aumentaron llegando a eficacias
de eliminacion del 30,5+6,3 % con cargas de metano al 0,17 % v/vy una
relacion gas-liquido de 0,5.

El uso de capilares de mayor diametro interno no supuso cambios
significativos en las degradaciones. Cargas de entrada de 10,8+0,7 g m3h1
mostraron eficacias de eliminacion de 23,2+5,2 % (ensayo 7), frente a los
23,3+9,4 % obtenidos con tubos capilares de menor diametro y cargas de
entrada similares (ensayo 2).

Las multiples inestabilidades en las medidas no permitieron evaluar la
influencia de la implementacion de recirculacion interna de gas.
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ANEXOS

ANEXO I: Rectas de calibraciéon de metano
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Grafico 13. Recta de calibracion de metano Enero 2022
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Grafico 14. Recta de calibracion de metano Marzo 2023
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