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Biooxidacidn de tiosales con microorganismos extremafilos Resumen y objetivos

1. Resumen y objetivos.

Las tiosales son compuestos quimicos presentes en los licores de proceso en plantas
para la concentracion de menas de sulfuros metalicos por molienda y flotacion. Las
condiciones de alcalinidad empleadas y los reactivos afiadidos favorecen la conversién
parcial de los sulfuros en tiosales. La acumulacién de estas tiosales en los circuitos de
la planta generan problemas de cardacter técnico y medioambiental a partir de ciertas
concentraciones ya que son especies metaestables que se oxidan finalmente para
formar acido sulfurico mediante complejas reacciones en serie que, de forma
simplificada, pueden representarse para las principales especies, tiosulfato y

tetrationato, por:
5203: + 20, + H,0 — 504: + H,S0,4
25,06 +70,+6H,0 ——> 2S04 + 6H,S04

Estas sustancias en si mismas no son consideradas sustancias téxicas, pero tras su
vertido a cauce publico, pueden tener un impacto indirecto sobre el medio ambiente:
las tiosales reaccionan con el oxigeno del aire, oxidandose, y generando acido sulfurico
como producto final. Los efectos son disminucion del pH y de la concentracion de
oxigeno disuelto en el cuerpo receptor, afectando al equilibrio quimico y bioldgico de

rios y lagos.

La bibliografia recoge una amplia variedad de propuestas para realizar la mencionada
oxidacién utilizando procedimientos basados en métodos fotoliticos directos e
indirectos; irradiacion ultrasénica; adsorcidon sobre hidréxidos de hierro; empleo de
agentes oxidantes diversos como ozono, oxigeno, agua oxigenada, mezcla SO, — aire,
Fe(lll) — O,, etc. La mayoria de ellas no pasan de ser meras propuestas académicas con

escasa viabilidad, incluso técnica.



Biooxidacidn de tiosales con microorganismos extremafilos Resumen y objetivos

La oxidacidn con agua oxigenada es una de las opciones mas atractivas por sus grandes
ventajas desde el punto de vista técnico: suaves condiciones de operacién, rapida
cinética, elevada eficacia de oxidacidn y no incorpora sustancias extrafas al medio que
necesiten ser eliminadas posteriormente. Los inconvenientes de este reactivo son el
elevado precio, su escasa disponibilidad y su peligrosidad como fuerte oxidante en

contacto con materiales organicos, catalizadores o impurezas.

En el medio natural, las reacciones que conducen a la oxidacion de las tiosales se
realizan con oxigeno aportado desde el aire, si bien estas reacciones suelen estar
catalizadas por microorganismos extremofilos entre los que ocupan posicion
destacada algunas especies del género Acidithiobacillus. La utilizacién adecuada de
este fendmeno catalitico podria dar lugar a un método de tratamiento, denominado
biooxidacidn, con todas las ventajas descritas para el agua oxigenada y sin su costoso
inconveniente. Existe una gran variedad de microorganismos con habilidad
sulfooxidante para participar en el ciclo del azufre. En este estudio, se utilizard una
cepa de Acidithiobacillus thiooxidans, la cual se adaptard para su crecimiento en
tetrationato y tiosulfato principalmente, compuestos mayoritarios en las aguas reales

de procesos.

El objetivo de esta tesis doctoral es el de evaluar las posibilidades de desarrollo de una
tecnologia para tratar la eliminacion bacteriana de tiosales en aguas conteniendo unos
4 g/L de politionatos totales y 0,5 g/L de tiosulfato a través de la consecucién de los

siguientes objetivos parciales:

- Disponer de cultivos bacterianos activos para la utilizacién de tiosales como

sustratos energéticos.
- Estudiar la cinética de crecimiento bacteriano en discontinuo.

- Estudiar variables sensibles para el disefio como la temperatura, composicion

de la alimentacién y materiales de soporte para la biomasa.
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- Estudiar los mecanismos de reaccion implicados en la oxidacion de tetrationato

y tiosulfato, en presencia y ausencia de oxigeno.

- Analizar las posibles dificultades para el desarrollo de la tecnologia. Proponer y

aplicar soluciones.

- Disefiar una metodologia para la monitorizacién en linea de la concentracién de

tiosales.

- Ensayar la operacién de biooxidacidn en continuo.

La metodologia aplicada y los resultados obtenidos han permitido demostrar que
es posible la operacién eficiente, en continuo y en estado estacionario de
biorreactores conteniendo tiosales provenientes de aguas industriales, eliminando
su caracter contaminante intrinseco asociado a la generacién de acido por

oxidacion en condiciones atmosféricas.



Biooxidacién de tiosales con microorganismos extremofilos Introduccién

2. Introduccion.

2.1. Generacion y quimica de las tiosales.

El azufre es el segundo elemento del grupo VI de la tabla periddica. La disponibilidad
de orbitales “d” para formar enlaces le confiere estados de oxidaciéon en un rango que
va de -2 (sulfuro) hasta +6 (sulfato), siendo los valores intermedios mas comunes 0
(azufre elemental) y +4 (sulfito). La multiplicidad de estados de oxidacidn del azufre y
la posibilidad de concatenidad en el enlace S-S, da lugar a una gama de oxianiones
mucho mas variada que para otros elementos. Los mas representativos son: sulfato
5042’, sulfito 5032', tiosulfato 52032', tritionato S306> ("03S-5-S03) y tetrationato S,0¢
((O3S-S-S-S03)).

En el ién sulfato, el azufre presenta el maximo estado de oxidacion, +6, y en el idn
sulfito, +4. El ion tiosulfato tiene dos dtomos de azufre y sus propiedades sugieren una
posible combinacién de azufre (0) con sulfito (+4), 6 sulfuro (-2) con triéxido de azufre
(+6), con un estado de oxidacién efectiva de +2 por atomo de azufre. El resto de
oxianiones tienen un nimero n de atomos de azufre y sus propiedades sugieren que
los unidos soélo a atomos de azufre tienen valencia -2 y los unidos también al oxigeno
tienen valencia +6.

Otros oxianiones del S son: ditionato S,0g> (valencia +5 para el S), disulfito S,05%
(valencia +4 para el S), ditionito S,0,% (valencia +3 para el S).

Las sales de los oxioaniones formulados anteriormente distintos al ion sulfato se
conocen como tiosales. Asi, se puede definir el término tiosal como aquella sal de un
oxianién de S que es producto intermedio en la oxidacidn del idn sulfuro a ién sulfato.
Se completa esta definicion aclarando que, con excepcion del ion sulfito, estos
oxianiones presentan mas de un dtomo de S, pudiendo ser el estado de oxidacién para
este elemento en ellos distinto de +4 y +6. Entre los oxianiones que cumplen estas
condiciones estan los politionatos. Los politionatos pueden ser representados a través
de la formula empirica general: S,0¢> (1035-S.»-SO53’), donde n es mayor que 3 y menor

que 10.
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Los atomos de S también se pueden unir entre ellos formando cadenas de caracter
polimérico en la que todos presentan estado de oxidacion 0. Una formacién muy
comun y estable contiene 8 atomos de S formando un anillo octogonal, Ss. Esta
especie, conocida cominmente como azufre elemental, es muy poco soluble en agua
(5 ug/L a 25 °C).

También son asociaciones poliméricas del S los polisulfanos (R-S-S,-S-R, donde R puede
un resto organico o H) y los polisulfuros ([S-S,-S]¥). En estas asociaciones los dtomos
de S presentan estado de oxidacién 0 excepto los terminales (-2).

Las tiosales no son consideradas tdxicas, sin embargo, la presencia de especies como
52032‘, 53062' y 54062‘ en ciertos efluentes puede indirectamente impactar en el
medioambiente. Las tiosales son descargadas a los rios y lagos donde alli, catalizadas
por la presencia de bacterias, son oxidadas hasta acido sulfurico, contaminando las
aguas y afectando a peces y organismos. La dificultad del problema depende
principalmente de la concentracién y de la velocidad de flujo de tiosales en las aguas.
Ademas del pH, otros efectos que pueden ocasionar las tiosales son disminucién de la
concentracion de oxigeno disuelto, disminucion de la capacidad tampdn del agua y
disolucion de metales del suelo (Dinardo y Sally, 1998).

Las tiosales aparecen en lagos fuertemente acidos cercanos a volcanes y en la
escorrentia de sitios excavados que contienen azufre y bacterias metabolizadoras de

azufre (Takano y col., 1994).

350, +H,S — S,0. +2H" (1)
1080, +5H,S — 38,0 +6H" +2H,0 (2)
1180, +7H,S —3S,0; +6H" +4H,0 (3)

Las tiosales también se forman por la oxidacién incompleta de minerales sulfuros en
los circuitos de molienda y flotacion particularmente de aquellos que contienen pirita
(FeS,), el sulfuro mineral mas comun en la tierra (Schippers y col., 1996b; Sasaki y col.,

1995).
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La acumulacidon de tiosales en los circuitos de planta para la concentracidon de menas
de sulfuros metalicos puede generar problemas de caracter técnico y medioambiental
a partir de ciertas concentraciones. Esta acumulacion afecta negativamente a la
eficiencia de los procesos de molienda y flotacién, haciendo por ello necesario el

tratamiento de efluentes que contienen tiosales.

Desde principio de los 90, se estudia el comportamiento de las tiosales en disolucion
acuosa identificando las condiciones bajo las cuales éstas reaccionan. En general se
puede concluir que la estabilidad de los politionatos aumenta con la disminucion de la
temperatura y hay muchas rutas de descomposicién dependiendo del pH, temperatura
y presencia de agentes oxidantes (Schippers y col.,, 1996a). En ausencia de
catalizadores y pH neutro las tiosales son relativamente estables. Las condiciones de
pH y temperatura en las cuales las tiosales son inestables se resumen en la Fig.1

(Vongporm, 2008):

pH TIOSULFATO
9 INESTABLE
_";"
_";"
“;' INESTABLE

5 | 15 | 25 oC

Figura 1a. Estabilidad del tiosulfato en disolucién acuosa.

10
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pH TETRATIONATO
9 INESTABLE
m;_
";"
";"
5 15 25 o

Figura 1b. Estabilidad del tetrationato en disolucidn acuosa.

pH TRITIONATO
9
7
_______ INESTABLE
4
2
5 15 25 oC

Figura 1c. Estabilidad del tritionato en disolucién acuosa.

11
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Como se muestra en la Fig. 1a bajo condiciones acidas, el tiosulfato no es estable y
reacciona para formar otros politionatos y sulfato. En general, la descomposicion suele
aumentar con la temperatura. También merece destacar que en medio alcalino el

tetrationato es inestable, Fig. 1b.

La gama de reacciones en las que participa el S es muy amplia por dos motivos
principalmente:

- Lavariedad de estados de oxidacion. Es un elemento susceptible de participar
en numerosos procesos de intercambio de electrones.

- La capacidad de formar cadenas a través de enlace S-S, que lo hace susceptible
de interaccién quimica con nucledfilos. Un nucledfilo es una especie que
reacciona cediendo un par de electrones libres a otra especie (el electroéfilo),
combinandose y enlazandose covalentemente con ella. El CN™ es un nucledfilo

fuerte que rompe el enlace S-S para formar el i6n SCN'.

A continuacién se muestran algunas reacciones quimicas que se consideran de interés
para el estudio, agrupandolas en tres apartados referidos a los oxianiones mas
comunes y abundantes en los efluentes del procesado de minerales sulfuros en
circuitos de molienda y flotacion: los iones tiosulfato, tetrationato y tritionato.
Seguidamente, se relatan, entre otros, las reacciones existentes en presencia de
microorganismos, las tecnologias actuales de tratamiento de tiosales y las

posibilidades de tratamiento de tiosales en biorreactores.

2.1.1. Ion tiosulfato:

2.1.1.1. Oxidacion con |,.

El ion tiosulfato se oxida con yodo hasta ion tetrationato, siendo ésta la base para su

analisis por yodometria (Kurtenacker y Bittner, 1924; KoH, 1990),

28,07 +1, 8,0, +2I° (4)
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2.1.1.2. Escision del enlace S-S con HgCl,.

También dentro del plano de las técnicas analiticas (Jay, 1953; KoH, 1990; Suzuki,

1999) resulta de interés la reaccion del ion tiosulfato con el cloruro de mercurio:

28,0F +3HgCl, +2H,0 — HgCl, -2HgS + 250, +4HCI (5)

2.1.1.3. Dismutacion en medio acido.

Entre pH 4 y pH 7 el ién tiosulfato es una especie estable hasta los 30 °C (Druschel y
col., 2003). En un medio moderadamente acido (pH < 4) el ién tiosulfato sufre una

reaccion de dismutacion generando azufre elemental e idn sulfito:

S,0X +2H* - S +H,SO0, (6)

Es caracteristica de esta reaccion la aparicion de turbidez en el medio. Esta se debe a la

suspension coloidal del azufre elemental (Sg).

Al tener lugar la reaccion en medio dcido estos oxianiones se protonan parcialmente.
El pK,; para el idn tiosulfato es 1,6, y para el idn sulfito, pKy: = 7 y pKao = 2. Si el medio
es fuertemente acido (pH<<1,6) el ion tiosulfato da lugar a la formacién de acido
tiosulfdrico H,S,03 que es muy inestable y se descompone de forma inmediata en
azufre elemental y didxido de azufre. Estas apreciaciones se esquematizan en el

diagrama de Pourbaix que se muestra en la Fig.2.
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1.2

Eh (volts)

Figura 2. Diagrama de Pourbaix para el azufre.

La velocidad de la reaccion de dismutacidn del ion tiosulfato es proporcional a la
concentracion de protones y a la concentracion de ion tiosulfato al cuadrado; el orden

total de la reaccidén es, por tanto, de 3 (Johnston y McAmish, 1973):

=TS0 T g gs,00

$:0 dt

El coeficiente cinético k viene dado por la siguiente expresion de Ahrrenius, funcién de

la temperatura.

k=164+0.13-10"-EXP[(-15930+160/RT)] en L* -mol > -5

A pH > 7 la reaccion de dismutacidn revierte.
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El ion sulfito formado como producto se puede oxidar rapidamente hasta ion sulfato
en presencia de oxigeno y sales de Cu (Il) 6 Co (ll) (Bengtssons y Bjerleb, 1975; Lara
Wild y Midoux, 1995) o tiosulfato (Chen y Morris, 1972).

Jorgensen (1990) propuso una probable ruta de desproporcion del tiosulfato en
condiciones andxicas, de acuerdo con la siguiente reaccion, en un tiempo alrededor de
200 horas.

S,0 +H,0 — HS™ +SO; +2H" )

2.1.1.4. Oxidacion en presencia de Cu (ll).

Fuera del rango de pH en el que tiene lugar la reaccién de dismutacion del tiosulfato
(pH < 4), la oxidacion del idn tiosulfato en presencia de aire u oxigeno es muy lenta; se
oxida menos de un 30% tras 5 dias. Se ha ensayado la catdlisis de este proceso con ién
cuprico formando parte de un organometdlico. La asociacién Cu (Il)-polivinilpiridina
permite reducir la concentraciéon de ion tiosulfato de 0,2 a 0 g/L para dar ion sulfato en
tiempos inferiores a 15 horas (Chanda y col., 1984). Este proceso tiene lugar via ion
tetrationato como producto intermedio, siguiendo la secuencia de reacciones

detalladas en el apartado 2.4.1.2.

Entre pH 4 y 5, el ion tiosulfato se oxida con ion cuprico dando lugar a la formacién de

ion sulfato y sulfuro de cobre (Gonzalez-Lara y col., 2009).

S,0,” +Cu®™ +3H,0 — SO +2H,0" +CuS (8)

Esta reaccién estd cinéticamente favorecida por la temperatura; por cada 10 °C de
aumento de la temperatura la velocidad se triplica, en el rango de temperatura
comprendido entre 30 y 60 °C. La energia de activacién es de 98 kJ/mol.

La cinética de la reaccion es de orden global 0,4, presentando este mismo orden
parcial para el Cu (ll) y, por tanto, orden cero respecto de los iones hidronio y

tiosulfato:

15



Biooxidacién de tiosales con microorganismos extremofilos Introduccién

X — 9.73.1013.e—98000/RT[Cu2+ ]0.4. [H30+ ]0. [52032—]0.1,

En esta ecuacidén cinética, X es la conversién de tiosulfato, T la temperatura en grados
Kelvin, t el tiempo en minutos y las concentraciones de los iones cuprico, hidronio y
tiosulfato vienen expresadas en mol/L. Esta ecuacion es valida para temperaturas en
el rango entre 30y 60 °C, pH entre 4y 5, [Cu (Il)] entre 0,21 y 0,85 g/L y concentracion

de ion tiosulfato entre 0,88 y 2 g/L.

En medio acido, en presencia de sulfato de cobre y en concentraciones de 0,001 M de
tiosulfato las especies presentes en disolucion son: cu*, Cu (Szog)zz'y Cu (5203)0, como

se puede ver en Fig.3 (Senanayake, 2005a):

CitOH s

pll

Figura 3. Efecto del pH en la formacidén de distintas especies de Cu (Il) en una

disolucion 0,001 M de tiosulfato.

En estas condiciones el Cu (Il) oxida al ion tiosulfato hasta ion tetrationato via
formaciéon de complejos,Cu(SZO3)n(H20);2("_l), estableciéndose una reaccién de

redox en el mismo complejo con la consecuente formacion de tetrationato:
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2Cu(S,0,),” —> 2Cu(S,0,) ~ +5,0," (9)

En concentraciones altas de tiosulfato, el complejo de cobre (l) formado se estabiliza,
formando otras especias como Cu (S;03),>" y Cu (S,03)3> (Senanayake, 2005a).

En disoluciones deficientes en tiosulfato donde no hay un exceso para estabilizar a
dicho complejo, el Cu (S,03) puede dar lugar a la formacion de sulfuro de cobre (1) y

cobre elemental a través de las siguientes reacciones:

2Cu(S,0,)" —* Cu,S(s)+5,0,"" (10)

2Cu(S,0,)" = 2Cu(s)+S,0," (11)

Por otro lado, Cu (S,03)° puede dar lugar a sulfuro de cobre (1) mediante:

Cu(S,0,)" + H,O —  CuS(s) + H,S0, (12)
2Cu(S,0,)° —»  CuS(s)+ Cu(s,0,)° (13)
Cu(S,0,)°+ H,0 — CuS(s)+ H,SO, (14)

Por ultimo, como se indica en la Fig. 3, la especie mas abundante a pH acido, el ion
Cu2+, cataliza la oxidacion de sulfito hasta sulfato (Habashi, 1981; Moses y Herman,

1990):

SO, + % 0,— S0, (15)

En medio amoniacal, el ion Cu(ll) forma diversos complejos con el amoniaco
catalizando la oxidacién con oxigeno del ion tiosulfato hasta sulfato (Senanayake,

2005b).

2.1.1.5. Reacciones con otras tiosales.
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En medio 4cido, el ion tiosulfato reacciona con otras tiosales segln las estequiometrias

siguientes (Druschel, 2003):

5,0, +85,.0,7 = 8,05 +S07 (16)
S,0,7+8.0,” =S, 07 +50F (17)
S,0,7+8.0,7 =8 0F +8F (18)

Las dos primeras son de desplazamiento nucleofilico (el ion tiosulfato es el nucledfilo),
y la tercera es de oxido-reduccion.
A neutro y pH basico, el tiosulfato actua de catalizador en las reacciones de

tetrationato (Moses y col., 1987).

2.1.1.6. Oxidacién con Fe**.

El ion férrico oxida al ion tiosulfato, via formacion del complejo intermedio FeS,O; . El

complejo FeS,0; (color violeta) reacciona inmediatamente con Fe(lll) dando lugar a

los iones tetrationato y Fe(ll) (Page, 1953; Page, 1954; Patnaik y Mahapatra, 1955;
Tykodi, 1990; Druschel y col., 2003). El proceso global es representado por la siguiente

estequiometria:

28,07 +2Fe™ — S,0,” +2Fe™ (19)

2.1.2. 16n tetrationato.

2.1.2.1. Oxidacién con I,.

Kerek y Horvath (2007) estudiaron la oxidacién de tetrationato por yodo. La reaccion

es la siguiente:

S,05 +71,+10H,0 — 4S0; +141~ +20H* (20)
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La reaccion es independiente del pH en el rango de 4,25-5,55 y la cinética de esta

reaccion es compleja con una constante del orden de 107,

2.1.2.2. El ion tetrationato en medio acido y basico.

En disoluciones 4cidas y a temperaturas inferiores a 30 °C, el i6n tetrationato es muy
estable (Druschel, 2003). En presencia de aire practicamente no reacciona, pudiendo
dar en tiempos muy prolongados reacciones de transposicion a tritionato y

pentationato como productos.

28,07 < 5,0, +8,0F (21)

En ciertas condiciones de pH y oxigeno y catalizado por bacterias, el tetrationato se

hidroliza segun la siguiente ecuacion (Suzuki, 1999):

S,07 +H,0 — SO +S+5,0,” +2H" (22)

Varga y Horvath (2007) llevaron a cabo estudios en medio basico donde el tetrationato

se descompone en tiosulfato y sulfito segun la siguiente reaccidn:

25,07 +60H ™ — 2507 +35,0,” +3H,0 (23)

2.1.2.3. El ion tetrationato y el ion férrico.

En presencia de ion férrico y en ausencia de oxigeno el ion tetrationato no reacciona.
En medio acido y en presencia oxigeno e ion férrico se oxida a sulfato como Unico

producto:

S,0; +3Fe™ +2.750,+4.5H,0 — 450, +3Fe*" +9H" 0a)
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La cinética de este proceso es muy lenta. Se puede acelerar por activacién térmica. La
cinética de este proceso a 70 °Cy pH entre 1y 2 viene dada por la expresién (Druschel,

2003):

—6.6110.3 —240.3+0.08 3+70.15+0.09
=1, o = 10707 (5,0, Fe™]
4

en moles/L-s, para concentraciones de férrico entre 0,5y 5 mM.
Read y col. (2001) estudiaron la oxidacién de tetrationato por ferrato potasico. Estos

descubrieron que el mecanismo de reaccidon cambia a pH aproximadamente 8,6.

2.1.2.4. El ion tetrationato en presencia de otras tiosales.

En presencia de otras tiosales el ion tetrationato se vuelve algo inestable. Asi en medio
acido reacciona con ion tiosulfato mediante el ataque nucleofilico de éste ultimo

(Suzuki, 1999):

5,0, 8,0, — S.07 +507 (25)

Esta reaccidn revierte a pH superiora 7.

También por ataque nucleofilico, aunque a pH > 7, reacciona con el ion sulfito (Suzuki,

1999):

S0,” +5,0,7 — S,07 +5,0° (26)

Esta reaccidn revierte a pH inferiora 7.

2.1.2.5. Oxidacion con aire catalizada con Cu (ll).

Al igual que ocurria con el tiosulfato, también es posible la oxidacion rapida del ion
tetrationato con oxigeno con catalizador quimico Cu(ll)-polivinilpiridina, pasando de

0,7 a0,1 g/L en tiempos inferiores a 15 horas (Chanda, 1984).
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2.1.2.6. Reacciones con radicales OH*.

En ausencia de Fe(ll), los politionatos no reaccionan apreciablemente con el agua
oxigenada. Las tiosales en general, y el tetrationato en particular, asi como el sulfito
reaccionan rapidamente y completamente hasta sulfato a pH acido con radicales OH*
(Druschel y col., 2003). Los radicales OH* se pueden generar a través del reactivo

Fenton (una disolucién acida de agua oxigenada e ion ferroso).
H,0,+H"+Fe** — H,0+Fe™ +OH * (27)
En el caso de medio basico, Voslar y col. (2006) identificaron tiosulfato como

intermediario en la oxidacidn de tetrationato con peréxido de hidrogeno acorde con

las siguientes ecuaciones:

2H,0,+40H +S,0; —4H,0+S5,0; +S0; +S0; (28)

S,07 +8S07 = 8,07 +5,0° (29)

El tiempo de esta reaccidn es de 2 min. El sulfito puede ademads de oxidarse, actuar
como nucledfilo segin las condiciones y podria generar otros intermediarios tales

como el tritionato. La velocidad de la reaccién por Voslar y col. (2006) es:

-d [S4067]/ dt = 1,5x102 (M25)[S,06”] [H20,] [OH]

2.1.2.7. El HgCl, como oxidante, base de técnicas analiticas.

En el plano de las técnicas analiticas resulta de interés la reaccién del tetrationato con

el cloruro de mercurio (Jay, 1953; Makhija y Hitchen, 1978; Suzuki, 1999; KoH, 1990):

25,02 +3HgCl, +4H,0 — HgCl,-2HgS +2S +4HSO,” +4HCI (30)
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En general, este oxidante degrada a todas las tiosales.

Este método ofrece muy buena precisién (0,1 mg). Sin embargo, este método es
extenso, laborioso, requiere de un gasto de varios reactivos, necesita de la preparacién
de una serie de disoluciones y de una cantidad de toma de muestra de manera
continuada para un andlisis completo. Ademas no permite el seguimiento de la
degradacion de tiosales de un cultivo en linea, solo es posible la realizacién de medidas

discretas.

2.1.3. Ion tritionato.

2.1.3.1. El ion tritionato en medio acido y basico.

El ion tritionato también es muy comun en efluentes del procesado de minerales
sulfuros. Este politionato tiene un comportamiento quimico similar al ion tetrationato
pero con cinéticas algo mads rapidas. Es mds inestable que el ion tetrationato; asi a pH

inferior a 4 genera espontdaneamente los iones sulfato y tiosulfato (Druschel, 2003):

S,0F +H,0 - SO +5,0,” +2H" (31)

El tiosulfato producido puede estar sujeto a otras reacciones (Meyer y Ospina, 1982;
Mizoguchiy col., 1976).

La cinética de degradacidn del tritionato en medio basico ha sido estudiada por Ahern,
Dreisinger y Van Weert (2006) y Rolia y Chakrabarti (1982). En medios fuertemente
alcalinos, el tritionato se oxidard a azufre elemental, sulfato y didxido de azufre.

S,0 — SO; +50, +1/8S, (32)

2.1.3.2. Tiosales en presencia de Cu (ll).

En presencia de cobre, el tritionato es un intermediario de la reaccion de tiosulfato y

tetrationato para dar sulfato como propusieron Chanda y Rempel (1987). Sin embargo,
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bajo condiciones moderadamente acidas, la reaccion de tetrationato para producir

sulfato no lleva consigo la aparicion de tritionato como intermediario.

2.2. Meétodos instrumentales de analisis de tiosales.

2.2.1. Analisis cromatografico. Cromatografia iénica y cromatografia liquida.

Los analisis de especies del azufre se han centrado en el sulfato. Sin embargo, el
impacto medioambiental que causan las especies intermedias del azufre ha llevado a
profundizar en el desarrollo de técnicas de cromatografia idnica para su analisis.
Takano y Watanuki (1988) presentaron un trabajo pionero de separacion de tiosales y
determinacién de politionatos en cromatografia liquida. En este trabajo, se desarrolla
un método sensible para separar politionatos combinando una columna de HPLC con
deteccidn electroquimica. La separacién fue alcanzada en una columna de intercambio
idnico y confirmada con un detector de UV. Sin embargo, la deteccion electroquimica
fue un desafio ya que la mitad de los picos eran parecidos y se solapaban. La
separacion de los picos se consiguié con una mezcla de varios componentes (Etanol-
CsCl-Cloruro de tetrametilamonio) como electrolito soporte.

Hanfa Zou (1993) desarrolld6 un método para la separacion de sulfato, tiosulfato y
politionatos por cromatografia liquida en fase reversa. El método se aplicd para la
determinaciéon de tiosales en diferentes soluciones extraidas de oro. La limitacion de
los politionatos es que son aniones hidrofdbicos fuertemente retenidos por las resinas
idnicas observandose picos asimétricos. La retencidn de los picos puede ser regulada
por las propiedades, la concentracion del modificador organico y por competicién de
un ion con la misma carga que el analito. La columna de separacidn usada fue un
Dionex MPIC-NSI (200 x 3mm I.D.) con un guarda columna (Dionex NGI,50 X 3 mm I.D.).
La diferencia de concentraciones del eluyente utilizado permite mejorar la forma de

los picos y disminuir el tiempo de retencion del analito en la columna.

Friedhelm y col. (1993) desarrollaron una técnica para la determinacion de

tetrationato y tiosulfato en cultivos microbianos. El eluyente en este procedimiento
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corresponde con una mezcla de acetonitrilo/metanol. Los tres componentes son
cuantificados en menos de diez minutos con limites de deteccién bajos. El equipo
utilizado es una columna de HPLC conectado a un detector ultravioleta. La longitud de
onda del detector fue de 216 nm, O6ptimo para la detecciéon de tiosulfato y
tetrationato. El sulfato fue el Unico medido por cromatografia idnica con supresion
quimica. La columna de intercambio iénico usada fue originalmente disefiada para
medir NOs" y NO,.

Weir y Butlerb (1994) utilizaron cromatografia liquida de alta resolucion en fase
reversa con detector de UV para la determinacion de politionatos en medio salino. La
precolumna es una columna idnica seguida de una columna en fase reversa. La fase
movil estaba compuesta de una mezcla de acetonitrilo-agua y tetrabutilamonio con
tampdn de carbonato. Con este método se consigue diferenciar el tiosulfato,
tritionato, tetrationato y pentationato en un tiempo de andlisis de 20 min. El propdsito
de este estudio fue encontrar condiciones cromatograficas oOptimas las cuales
toleraran también altos niveles de cloruro sin afectar a las diferentes especies. Para
ello se utilizo el detector UV.

Miura y Watanabe (2001) mostraron la deteccién de tiosales con columnas de
octadecilsilica (ODS) usando acetonitrilo-agua como fase movil y con la posterior
reduccion con yodo.

Haddad (1997) presentd el primer estudio comparando resultados entre cromatografia
iénica (IC) y electroforesis capilar (CE) para la separacion de tiosales. Haddad, Philip, y
Miroslav en 1999 desarrollaron una técnica de separacion de iones inorganicos por
ambos métodos. Jones y Handik en 1992 presentaron soluciones de muestras
complicadas aplicando esta practica.

Jeffrey y Brunt (2007) utilizaron cromatografia idnica con detector de UV, de
conductividad o deteccidn electroquimica. El perclorato es usado como eluyente en la

resina.

2.2.2. Analisis espectrofotométrico (IR/UV).
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Miura y Koh (1986) mostraron que el pentationato puede ser estequiométricamente
oxidado reaccionando con permanganato en una reaccién similar del tiocianato con
permanganato en medio acido. La cuantificacidn se realiza indirectamente a través del
yoduro formado medido en un espectrofotémetro Shimadzu Model UV-240 con
regulador de temperatura.

Koh y Miura (1987) llevaron a cabo otra determinacion de sulfuro, sulfito, y tiosulfato
en una mezcla midiendo la absorbancia completa de tiosulfato, sulfuro y sulfito, y
después enmascarando sulfito con formaldehido y determinando tiosulfato y sulfito.
Para alcanzar la medida de tiosulfato se llevd a cabo un procedimiento de eliminacion
de sulfuro con carbonato basico de zinc. Las interferencias posibles son Cu (ll), Fe (lll)
y Mn (ll). Este método fue aplicado en soluciones condensadas procedentes de
fumarolas.

En otro estudio, el tetrationato reacciond con yodato y el yoduro formado se midié
espectrofotométricamente (Miura y col., 1991). El tetrationato fue cuantitativamente
oxidado, con solucidn estandar de yodato, hasta sulfato acorde con la siguiente

ecuacion:

38,07 +710; +9H,0 — 71" +1250,” +18H" (33)

Los blancos se prepararon libres de yodato para corregir los errores en las
absorbancias. Sin embargo, interferencias de otros iones presentes tales como Cu (ll),
Fe (ll), y nitrito dificultan el procedimiento incluso cuando ellos estan presentes en

pequenas cantidades.

2.2.3. Analisis electroforético.

Se han realizado muchos trabajos de electroforesis capilar para oxianiones del azufre
en diferentes medios. Esta técnica analitica consiste en la separacion de analitos en un
electrolito con la aplicacion de un campo eléctrico y deteccion espectrométrica
(absorcion, Raman, quimioluminescencia, espectrometria de masas) o electroquimica

(conductividad, potenciometria, amperometria).
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Esta técnica tiene una ventaja sobre la mayoria de las técnicas analiticas para aniones,
gue es la rapidez en la medida, el uso de consumibles baratos, tiene grandes
eficiencias de separacién y es tolerable a diferentes matrices. Ademads, es muy sensible
comparado con otros métodos como la cromatografia idnica y puede ser acoplado a
detectores de espectrometria de masas. Se pueden disponer de diferentes electrolitos
y se han aplicado para la separacion de mezclas de iones en diferentes ambientes
como aguas residuales, plantas y alimentos (Buchberger y Haddad, 1992; Corr y
Anacleto, 1996; Harrold y col. ,1993; Jones y Jandik, 1992; Kuban, 1997; Rhemrev-
Boom, 1994; Zemann, 1997). Sin embargo, pocas publicaciones han sido enfocadas

para politionatos.

2.3. Tecnologias para el tratamiento de tiosales.

Las tiosales han llegado a ser un problema para las compafiias mineras debido a su
potencial de toxicidad y bajada de pH. La razdén se encuentra en que las tiosales en
contacto con el oxigeno del aire se oxidan con el paso del tiempo generando como
producto final acido sulfurico, catalizado por iones metalicos en disolucién y por la
accion metabdlica de microorganismos sulfooxidantes (Dinardo y Sally, 1998). La
estrategia de tratamiento comun es completar la oxidacion de tiosales a sulfato. Sin
embargo, el tratamiento tradicional de aguas residuales lleva a cabo una neutralizacion
con alcali una vez finalizada la degradacidn natural, los cuales son procesos baratos
pero lentos y no fiables a bajas temperaturas por la disminuciéon de la actividad

sulfooxidante de los microorganismos (Wasserlauf y Dutrizac, 1982).

Las condiciones especificas del lugar donde se sitlen las tiosales tiene efecto en la
quimica y estabilidad de ellas, por lo tanto, seleccionar la mejor tecnologia para su
tratamiento depende del lugar donde se encuentren las tiosales. Los criterios para la

eleccién de una tecnologia para su tratamiento dependen de (Dinardo y Sally, 1998)
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los costes de instalacién y de operacidn, costes de mantenimiento, disponibilidad

tecnoldgica y seguridad.

Kuyucak (1998) dividid las tecnologias de tratamiento de las tiosales en los siguientes
grupos: (a) convencional, la cual incluye la neutralizacion del efluente mediante el uso
de reactivos en general; (b) fisicoquimico, el cual incluye intercambiador idnico,
procesos con membrana y extraccion con disolventes; (c) bioldgico, con bacterias

oxidantes en humedales; (d) pasiva, la cual también pueden incluir bacterias oxidantes.

Otra division en las tecnologias de tratamiento es simplemente tratamiento activo y
pasivo. El tratamiento activo incluiria la convencional, el tratamiento fisicoquimico vy el
biolégico segun la subdivision hecha por Kuyucak (1998) y se caracterizan por la
necesidad de equipamiento, energia eléctrica y personal especializado. Por otra parte,
la tecnologia pasiva no necesita energia eléctrica con bajo coste de mantenimiento y

operacional (Kuyucak, 2006).

2.3.1. Proceso de neutralizacion con cal.

El proceso de neutralizacion no esta enfocado en la reduccion de la concentracion de
tiosales sino mads bien la neutralizacién del acido ya presente y la precipitacidon de
metales tales como Fe, Zn, Cu, Al, y Pb segun la siguiente ecuacién general (Kuyucak,

1998):

Ca (OH), + M**/M?* + H,SO, = M(OH),/M(OH); + CaSO, + H,0 (34)

El lodo formado debido a la precipitacion de metales es separado a través de la
clarificacion donde los sdélidos suspendidos alcanzan menos de 1 mg/L. La densidad del
lodo residual varia entre 1-30% sdlidos (Kuyucak y col., 2001). Sin embargo, un sistema
mas avanzado de obtenciéon de lodo de alta densidad (HDS) puede alcanzar una

concentracion de solido entre el 60-70% (Kuyucak y col., 2001). Los principios

27



Biooxidacién de tiosales con microorganismos extremofilos Introduccién

generales de operacion de este proceso son el uso de mdas de un reactor de

neutralizacion, el reciclado del lodo y |a aireacion de la reaccidn con control de pH.

Otros compuestos usados para la neutralizacion ademas de la cal son:

¢ Neutralizacién con carbonato célcico (CaCOs).

El carbonato es usado para eliminar la acidez y precipitar el hierro segun las siguientes

reacciones (Kuyucak y col., 2001):

CaCO; + H,S04 - CaSO, + CO, + Hy0 (35)
3 CaCo0s + Fe, (SO4)3 + 3H,0 - 3 CaSO, + 3 CO»+ 2 Fe(OH); (36)

El CO, producido proporciona un tampdn capaz de llevar la solucidon a pH 6.5; sin
embargo, reduce la capacidad de precipitar otros metales que requieren alto pH de

precipitacion (Kuyucaky col., 2001).

¢ Hidréxido de magnesio (Mg(OH),)

La capacidad de amortiguacion del hidroxido de magnesio es alrededor de 9, por lo
tanto es capaz de precipitar un amplio rango de metales; esto también produce un
lodo mas denso que reduce el coste de eliminacion de desechos. Sin embargo, la
velocidad de neutralizacion es relativamente lenta comparado con otros compuestos

quimicos (Kuyucak y col., 2001).

2.3.2. Oxidacion bioldgica.

La oxidacidén de tiosales por bacterias esta altamente influida por las condiciones del

medio; estas condiciones determinaran las especies y el mecanismo de reacciones que
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las tiosales seguiran para su oxidacidén. Independientemente de las especies, el
producto final de la oxidacidn es sulfato con la consecuente bajada de pH.

En general, Acidithiobacillus esta relacionado con valores de pH bajos pero muchos
géneros de bacterias son capaces de oxidar tiosales a otros rangos de pH segun la tabla

1 (Dinardo y Sally, 1998):

Tabla 1. Rango de pH de diferentes especies Acidithiobacillus.

Nombre Rango de pH
Acidithiobacillus thioxidans 1.0-6.0
Acidithiobacillus thioparus 7.0
Acidithiobacillus neapolitanus 4.5-7.8
Acidithiobacillus novellus 5.0-9.5
Acidithiobacillus denitrificans 6.0-8.0

El principio de los reactores bioldgicos es usar la capacidad de oxidacién de estas
bacterias para eliminar tiosales. Actualmente, en la bibliografia no existe informacién
alguna respecto a la biooxidacidn de tiosales en continuo, de ahi la novedad del

estudio.

2.3.3. H202/Sulfato férrico.

El objetivo del tratamiento de las tiosales es completar la oxidacion de especies
intermedias del azufre hasta sulfato. El perdxido de hidrégeno (H,0,) es uno de los
mas fuertes oxidantes disponibles (Dinardo y Sally, 1998) y tiene algunas ventajas
como la facilidad de operacion y la generacion de productos no toxicos. Sin embargo,
la velocidad de oxidacidén con perdxido es lenta y muy poco selectiva respecto de los
productos (se generan politionatos con nimero de dtomos de azufre que van desde 2
a 7 (Lu y col., 2010). Por tanto, el uso de catalizadores, como reactivo Fenton, para

ayudar en la reaccion es imprescindible (Druschel, 2003b).
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Como resultado de la oxidacién de tiosales y la consecuente disminucidon de pH, la
neutralizacion es un paso comun después de la utilizacion de perdxido de hidrégeno al
efluente. Esta tecnologia ha sido usada para eliminar tiosales de efluentes
contaminados a concentraciones por debajo de 10 mg/L. Dinardo y Sally (1998)
sugirieron que este tratamiento no era adecuado debido al gasto de reactivo y la
necesidad de pasos intermedios para eliminar metales usados como catalizadores

(Kuyucak, 2006).

2.3.4. Degradacion natural.

Actualmente, parece ser que la mejor opcion para el tratamiento de efluentes que
contienen tiosales consiste en ubicarlos en balsas en las que se da tiempo a la
oxidacién natural de las mismas (Kuyucak, 2007). La degradacién natural es un método
convencional para el tratamiento de tiosales que conlleva el uso de las bacterias
presentes naturalmente para degradar las especies intermedias del azufre (Dinardo y
Sally, 1998; Gould y col., 2004). Este proceso conlleva largos periodos de tiempo,
especialmente en lugares donde la actividad bioldgica disminuye durante el invierno.
Lo ideal seria hasta un afo, para que la oxidacion tuviera lugar, pero esto no es
efectivo (Dinardo y Sally, 1998). Por otra parte, la degradacidon deberia ser un
tratamiento efectivo durante los meses de verano, no es muy caro, ni requiere grandes
mantenimientos (Dinardo y Sally, 1998).

Algunas compariias mineras han aplicado este tratamiento, finalizando con éxito para
efluentes contaminados con tiosales. Sin embargo, las concentraciones medias finales
estan usualmente por debajo de 200 mg/L y alguna modificacidon en las tiosales de
entrada afectard al resultado final (Fedath, 2010).

Los factores que limitan el proceso de degradacién natural son la temperatura y la
disponibilidad de oxigeno, mientras que los nutrientes y la poblacién de bacterias no
determinan la eficiencia del proceso (Gould y col., 2004). Otros contratiempos de la
degradacion natural son el uso de grandes estanques para aumentar el tiempo de

conservacion y la falta de control en el proceso.
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2.3.5. Oxidacion electroquimica.

La oxidacion electroquimica de las tiosales es posible, sin embargo, es
econdmicamente factible para volimenes bajos de efluentes con concentracion de
tiosales por debajo de 500 ppm (Dinardo vy Sally, 1998). Los principales productos de
este proceso son sulfato y ditionato. El uso de compuestos tales como cloro podria
prevenir la generacién de ditionato. Como la mayoria de los procesos de tratamiento
de tiosales, se necesita una neutralizacion después de la oxidacion. Algunas de las
ventajas de este proceso son la alta eficiencia del proceso puesto que la concentracion
final de tiosales disminuye por debajo de 10 mg/L y la inexistencia de compuestos
guimicos envueltos en el tratamiento. Sin embargo, los principales inconvenientes son
el alto coste operacional, el bajo beneficio para bajas concentraciones de flujo, y los

altos costes de mantenimiento.

2.4. Catadlisis Bioldgica.

Como se ha mencionado anteriormente, la amplia variedad de estados de oxidacién
del S da lugar a diversas especies quimicas y multitud de reacciones. Estas pueden ser
catalizadas por diversos tipos de enzimas (hidrolasas, transferasas y oxidasas)

acoplandose al ciclo energético de numerosos organismos vivos (Ghosh y Dam, 2009).

En la biooxidacion de tiosales, las reacciones puramente bioldgicas interaccionan con
otras reacciones quimicas que se dan en el entorno, y todas son dependientes de las
condiciones de la operacion (temperatura y composicion) (Ghosh y Dam, 2009). En
estos sistemas probablemente no sea posible caracterizar el balance de materiales con

una estequiometria simple.
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2.4.1. Catalisis enzimatica.

2.4.1.1. Enzimas del metabolismo de tiosales.

A continuacidon se muestra un conjunto de reacciones catalizadas por enzimas que

afectan al metabolismo de tiosales (Suzuki, 1999):

e Dismutacion del ion tiosulfato en azufre elemental e ion sulfito, reaccion

catalizada por Rhodanasa, que es una S-transferasa, siendo la estequiometria:

S,0," +2H,0 — S+ H,S0, +20H" (37)

e Oxidacion parcial del ion tiosulfato hasta ion tetrationato, catalizada por la

enzima tiosulfato deshidrogenasa:

25,0, = 5,07 +2¢ (38)

Esta es una de las reacciones fundamentales en el metabolismo del ion tiosulfato.

La enzima tiosulfato deshidrogenasa tiene su maximo rendimiento catalitico a pH 3.
Por debajo de pH 2 y por encima de pH 7 disminuye sensiblemente su actividad. Se
inhibe fuertemente por la presencia de sulfito. Los politionatos, como ion tritionato e
ion tetrationato, también son agentes inhibidores de esta enzima. Esta presente en
microorganismos como Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans;

ha sido purificada a partir de Thiobacillus aciddphilus (Meulemberg y col., 1993).

e Hidrdlisis del ion tetrationato, catalizada por la enzima tetrationato hidrolasa.

S,07 +H,0 — S,07 +S+80,” +2H" (22)

e Hidrdlisis del ion tritionato, catalizada por la enzima tritionato hidrolasa.
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S,07 +H,0 — 5,03 +50,” +2H" (23)

e Oxidacion del azufre elemental, catalizada por la enzima S-oxidasa.

S+0,+H,0— H,SO, (39)

e Oxidacion del ion sulfito, catalizada por la enzima sulfito oxidasa.

H,80,+ Y,0, - S0; +2H" (40)

2.4.1.2. Mecanismos enzimaticos para la oxidacion del ion tiosulfato.

Para explicar los procesos metabdlicos de tiosales se proponen modelos (Suzuki, 1999)

que combinan las reacciones catalizadas por las enzimas vistas en el apartado anterior.

Para la oxidacion del ion tiosulfato se postulan dos posibles mecanismos que llegan a la
misma estequiometria global (Xu and Schoonen, 1995), ambas con energias de Gibbs

favorables (Thauer y col, 1977):

S,0,” +20,+H,0 —250,” +2H" (41)

Mecanismo 1
El mecanismo 1 sigue la secuencia de reacciones: (37) + (39) + 2 x (40)

Mecanismo 2 (via tetrationato)
Segun Sorokin and Tourova (2005) el mecanismo mas probable para la oxidacion de

tiosulfato a sulfato con microorganismos es a través de tetrationato como intermedio.

Parte de acoplar la reaccion (38) a %02+2H++2e‘ — H,0, siendo este primer
paso representado por la estequimetria

28,0, +%02 +2H" - 5,07 +H,0 (42)
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Asi el mecanismo 2 sigue la secuencia de reacciones: (42) + (22) + (39) + (40)

2.4.1.3. Mecanismo enzimatico para la oxidacion del ion tetrationato.

En la bibliografia se encuentran varios mecanismos posibles para la oxidacién de
tetrationato y tritionato. Sin embargo, la reaccion global no deja de ser la misma para

ambos mecanismos:

S,0F +YO0, +(X -1)H,0 — SO,” +(X —~1)H,SO0, (43)

Y=5para X=5 Y=(X-1) para X=3
Y=(X-1/2) para X=46 6 Y=(X-3/2) para X=2

Un mecanismo posible para la oxidacién del ion tetrationato sigue la siguiente

secuencia de reacciones:
2 x(22) - (38) acoplada a %02 +2H" +2¢” — H,0 +2x(39) +2 x (40)
cuya estequiometria global estad dada por la ecuacion:

$,0; +140,+3H,0 5450} +6H" (44)

2.4.2. Catalisis microbiana.

2.4.2.1. El género Acidithiobacillus.

Existe una gran variedad de microorganismos que participan en el ciclo del S con
habilidad sulfooxidante. De entre ellos se destacan los del género Thiobacillus. Los
microorganismos del género Thiobacillus se caracterizan por metabolizar especies

reducidas del azufre y presentar forma de bacilo.

La clasificacion taxondmica de las células del género Thiobacillus se vio modificada en

el afio 2000, para distinguir de entre ellas a las especies microbiolégicas capaces de
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soportar condiciones de acidez extremas, apareciendo un nuevo grupo taxondmico

denominado género Acidithiobacillus (Kelly y Wood, 2000).

En zonas dedicadas a la actividad de la mineria metdlica o del carbon es comun el
desarrollo de ecosistemas cuyos rasgos caracteristicos son la acidez, la presencia de
aniones de S en sus distintos estados de oxidacidon y metales pesados, como sulfuro y
en disolucion, en especial Fe, asi como de microorganismos de caracter acidéfilo
(Hedrich, Schlomann y Johnson, 2011; Dopson y Johnson, 2012). En estos entornos,
suelen ser muy frecuentes las células del género Acidithiobacillus (Bernier y Warren,
2007), siendo habitual que la especie microbiolédgica mds abundante sea
Acidithibacillus ferrooxidans. Del mismo género, aunque en niveles de concentraciéon
considerablemente menores, suele ser frecuente la presencia de Acidithibacillus
thiooxidans (Khan y col.,, 2012). Otras especies sulfooxidantes del género
Acidithiobacillus también presentes en estos ecosistemas son Acidithiobacillus caldus y
Acidithiobacillus prosperus (Kelly y Tuovinen, 1975; Kelly y Wood, 2000, Friedrish y col.,
2001, Rawling, y Johnson, 2004; Rzhepishevska y col., 2007; Ghosh y Dam, 2009;
Shiers, Ralph y Watling, 2011) y Acidithiobacillus intermedius (Wentzien y col., 1994).
Otra bacteria del mismo género descubierta recientemente es Acidithiobacillus
ferrivorans (Hallberg y col., 2010, Liljeqvist y col., 2011) que se desarrolla en

condiciones psicrofilas.

Acidithiobacillus ferrooxidans, ademas de tener la capacidad de metabolizar especies
reducidas del azufre, cataliza la oxidacion del ion Fe(ll), al que toma como sustrato
prioritario para obtener la energia que necesita para sus funciones de crecimiento y
mantenimiento. De hecho, la mayoria de los estudios sobre A. ferrooxidans estan
dirigidos al metabolismo del ién Fe (ll) (Jensen y Webb, 1995, Nemati y col., 1998). En

la Fig.4 se resumen las caracteristicas taxondmicas de A. ferrooxidans.
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Figura 4. Caracteristicas de Acidithiobacillus ferrooxidans.

A. ferrooxidans y A. thiooxidans pueden crecer tomando sulfuros, azufre elemental,
tiosulfato y politionatos como unica fuente de energia (Eccleston y Kelly, 1978; Pronk y

col., 1990; Rohwerderet y Sand, 2007).

2.4.3. Biooxidacion microbioldgica del ion tiosulfato.

A ferrooxidans crece sobre ion tiosulfato (Colmer, 1962). Pero lo hace con dificultad
cuando previamente sélo ha crecido sobre Fe(ll); la enzima fundamental en el
metabolismo de tiosulfato en A. ferrooxidans es la tiosulfato deshidrogenasa, y se
encuentra inactiva en células que sélo han metabolizado Fe (Beard y col.,, 2011;

Kikumoto y col., 2013).

Para conseguir que A. ferrooxidans metabolice tiosulfato es imprescindible su

adaptacion, siendo para ello necesarias acumulaciones de células en muy alta
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concentracién y varias resiembras (Tuovinen y Kelly, 1974; Kelly, 1975). Este artificio es
obligado en A ferrooxidans, ya que vive de forma natural en ambientes acidos
conteniendo Fe en disolucion, condiciones en las que el ion tiosulfato practicamente

no existe por ser muy inestable (Ghosh y Dam, 2009).

Se ha demostrado que A. ferrooxidans y A. thiooxidans crecen aerdbicamente sobre
ion tiosulfato excretando ion tetrationato como metabolito intermedio (Peck, 1962;
Tuovinen y Kelly , 1974; Kelly, 1975; Eccleston y Kelly, 1978; Pronk y col., 1990; Ghosh y
Dam, 2009; Beard y col., 2011; Khan, 2012). La enzima tiosulfato deshidrogenasa da

como Unico producto ion tetrationato (Kikumoto, 2013).

Aunque ha sido posible la extraccion de Rhodanasa a partir de cultivos de A.
ferrooxidans, enzima que cataliza la hidrdlisis del ion tiosulfato hacia ion sulfito y
azufre elemental (37), parece poco probable que esta enzima juegue un papel
significativo en la biooxidacién del ion tiosulfato, a la vista de que el ion tetrationato se

sintetiza en cantidades cercanas a la estequiométrica (Pronk, 1990).

La generacion de ion tetrationato tiene lugar como una etapa inicial en el metabolismo
del ion tiosulfato, y es metabolizado posteriormente pudiendo generar azufre
elemental, ion tiosulfato e ion sulfato, productos habituales de la catalisis por la
enzima tetrationato hidrolasa (Beard, 2011). Parece ser que esta etapa tiene lugar una

vez el ion tiosulfato es escaso como fuente de energia para las células.

La concentracion de ion tiosulfato y el pH del medio afectan fuertemente al
metabolismo de este sustrato por Acidithiobacillus ferrooxidans (Tuovinen, 1974;
Eccleston, 1978). No es del todo claro el margen de pH al cual A. ferrooxidans

metaboliza el ion tiosulfato:

e Margen de pH inferior. Se ha descrito (Eccleston, 1978) que a pH constante de
2, A. ferrooxidans metaboliza el ion tiosulfato a concentraciones inferiores a 7

g/L. A concentraciones mayores se dan efectos inhibitorios severos. Contrario a
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ello, se ha informado sobre la imposibilidad de crecer A. ferrooxidans sobre ion
tiosulfato a pH inferior a 3,5 (Tuovinen, 1974).

e Margen de pH superior: A ferrooxidans no crece a pH superior a 4,7, siendo los
tiempos de latencia muy grandes (superior a 3 dias) a pH superior a 4,4

(Tuovinen, 1974).

A pH constante de 4 no se dan efectos inhibitorios a menos que las concentraciones de
ion tiosulfato sean muy grandes, > 20 g/L. Operar a pH constante de 4 permite,
ademas de metabolizar elevadas concentraciones de ion tiosulfato, minimizar la
dismutacién quimica de este sustrato, reaccion que en caso de darse obligaria a A

ferrooxidans a metabolizar también el ion sulfito generado.

No se tiene constancia de que A. ferrooxidans pueda crecer sobre ion sulfito como
Unica fuente de energia. Parece ser que a pH 3 da lugar a velocidades algo
significativas en la oxidacion de este ion (Pronk y col., 1990). A diferencia del resto de
Thiobacilli, A. ferrooxidans tiene un sistema para el metabolismo de ion sulfito: Fe(lll)
oxido-reductasa acoplado al sistema de oxidacion del Fe(ll) (Takeushi y Suzuki, 1994).
La acumulacién de iones sulfito y bitiosulfato se postula como la causa de la inhibicidn
del crecimiento de este microorganismo sobre ion tiosulfato (Tuovinen, 1974). La
enzima tiosulfato deshidrogenasa purificada a partir de A ferrooxidans pierde buena
parte de su actividad catalitica en presencia de ion sulfito en concentracién superior a
2mM (0,16 g/L) y totalmente a partir de concentracion 10 mM (0,8 g/L) (Kikumoto,
2013).

En cultivos continuos de A. ferrooxidans, realizados en quimiostato, alimentados con
disolucién de ion tiosulfato de concentracion 2,25 g/L, manteniendo el pH constante a
2,5 por dosificacién de carbonato potasico, es posible la oxidacién completa del ion
tiosulfato hasta ion sulfato y alcanzar tasas de dilucién de hasta 0,129 h™* (Eccleston,

1978).
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A. thiooxidans es capaz de oxidar el ion tiosulfato a velocidad 55 mg/Lh en condiciones
optimas (Silver y Dinardo, 1981); estas son: pHinca: 3,75, Temperatura: 30 °C,
concentracion de amonio superior a 2 mg/L, de fosfato superior a 1 mg/L y
concentracién de tiosulfato 4,4 g/L. Este ultimo dato no es consistente con el
publicado por Kurosawa y col. 1991, que ha descrito efectos inhibitorios por sustrato a
concentraciones superiores a 2,24 g/L. El pH neto durante el cultivo es decreciente. A.
thiooxidans presenta dificultades para crecer sobre tiosulfato a pH inferior a 2 y
superior a 5. Se recomienda que el metabolismo de esta tiosal se desarrolle a pH
constante con un medio de crecimiento tamponado (Lors, Chehade y Damidot, 2009).
Metales pesados como Cu, Cd, Ag, Pb y Zn inhiben el crecimiento de A. thiooxidans

sobre tiosales.

Al parecer, Acidithiobacillus thiooxidans es capaz de metabolizar el ion sulfito aunque
se inhibe severamente su crecimiento a pH inferior a 2,3 (Masau, Oh y Suzuki, 2001).
Crece apreciablemente sobre ion sulfito a partir de pH 4,5 estando el pH 6ptimo

comprendido entre 6 y 8 (Takeushi y Suzuki, 1993).

El ion Fe(lll) acelera el proceso de biooxidacidén del ion tiosulfato. Se postula que este
oxidante es un elemento clave en la oxidacidn del ion tiosulfato por catalisis
microbiana, haciendo mayor el avance de la reaccion hacia ion sulfato; el Fe (lll)
promociona la aparicion de ion tetrationato (Warren, Norlund y Bernier, 2008), primer

estadio en la oxidacion del ion tiosulfato.

2.4.4. Biooxidacion del ion tetrationato.

A. ferrooxidans crecido anteriormente sobre Fe (ll) toma como sustrato preferente al
ion tetrationato frente al ion tiosulfato (Kelly y Tuovinen, 1975; Ghosh y Dam, 2009).
Esto puede deberse a que en los ambientes en los que existe esta bacteria
(extremadamente 4acidos y con presencia de metales pesados en disolucién) el ion

tetrationato es estable, al contrario de lo que pasa con el ion tiosulfato; de manera que
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el sistema metabdlico que degrada el ion tetrationato en A ferrooxidans suele estar

siempre activo (Sugio y col., 1996).

A. ferrooxidans metaboliza el ion tetrationato en el rango de pH entre 1,3 y 4,4. Fuera
de este rango dificilmente crece (Tuovinen y Kelly, 1974). La temperatura éptima se

encuentra en torno a los 25 °C (Kupka y col., 2009).

Cuando A. ferrooxidans crece sobre ion tetrationato como unica fuente de energia
puede generar como productos iones sulfato, tiosulfato y otros politionatos, como el
ion tritionato, asi como azufre elemental. No obstante, es posible conseguir la
oxidaciéon completa del ion tetrationato, obteniéndose como Unico producto ion

sulfato, tanto en cultivos discontinuos como continuos.

En  cultivos discontinuos, Acidithiobacillus  ferrooxidans  puede  crecer
exponencialmente metabolizando ion tetrationato, cuando la concentracién inicial de
este politionato es 2,25 g/L y el pH es constante (controlado con carbonato potasico);
el crecimiento se detiene subitamente cuando todo el ion tetrationato es consumido
(Eccleston y Kelly, 1978). En estas condiciones no se genera los iones tiosulfato y
tritionato en ningun momento, siendo la velocidad de oxidacion del ion tetrationato a
30 °C del orden de 40 mg/L-h. A pH 2 existen efectos inhibitorios severos por sustrato a
partir de concentracion de ion tetrationato de 10 g/L. Este efecto inhibitorio es minimo
a pH 3, pudiendo llegar a metabolizar concentraciones de hasta 18 g/L con velocidades
especificas de crecimiento similares en el rango de concentracion inicial de ion

tetrationato entre 2y 18 g/L.

En cultivos continuos de A. ferrooxidans alimentados con disolucién de ion
tetrationato en concentracion de 2,25 g/L, manteniendo el pH constante a 2,5 con
carbonato potasico, es posible la oxidacidn completa del ion tetrationato hasta sulfato;
la méaxima velocidad de dilucion es de 0,06 h™ (Eccleston y Kelly, 1978). La
estequiometria de este proceso viene dada por la ecuacidn (44), es decir, la misma que

para el mecanismo enzimatico simple mostrado anteriormente. No obstante, hay
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autores que postulan una ruta metabdlica alternativa asimilable a la siguiente

secuencia de reacciones (Eccleston y Kelly, 1978):
-(38) +2x(37) + 2x(39) + 4 x (40) acoplada a %02 +2H" +2¢” > H,0

No todos los productos del metabolismo del ion tetrationato se excretan al exterior de
las células; también se pueden acumular en gldbulos en el interior de la célula. En este
sentido se han detectado como metabolitos intracelulares politionatos de cadena larga
unidos a azufre elemental Sg (Pronk y col., 1990; Warren y col., 2008; Ghosh y Dam,
2009; Beard y col.,, 2011). Cabe indicar que la formacién de estos metabolitos

intracelulares no parece ser una via obligada en la degradacion del ion tetrationato.

Cuando A ferrooxidans crece sobre ion tetrationato puede tomar como aceptor final
de electrones al Fe (lIl) en lugar del oxigeno, generando Fe (ll). La reduccién del Fe (lll)
hasta Fe(ll) estad catalizada por una enzima que posee este microorganismo llamada
Fe(lll)-reductasa (Sugio y col., 2009). Los tiempos de generacién de A ferrooxidans

tomando como sustrato ion tetrationato e Fe (Il) son similares.

2.5. Influencia de la temperatura.

Los parametros mas importantes que afectan al metabolismo del género
Acidithiobacillus son: la concentracidon de sustrato inicial, el pH, la temperatura, el
oxigeno disuelto, la concentracion de didxido de carbono vy los posibles sdlidos inertes
(Jones y Kelly, 1983). Al igual que las reacciones quimicas, las reacciones bioldgicas son
también dependientes de la temperatura y, en estudios realizados en igualdad de
condiciones, el principal factor determinante en la velocidad especifica de bio-
oxidacién es la temperatura. Durante los meses de verano, las tiosales estan
totalmente oxidadas en las balsas si el tiempo de permanencia en ellas es

suficientemente largo. Debido a que la actividad bacteriana aumenta durante el
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verano, la concentracién de tiosales en las aguas disminuye alcanzando un minimo en
esta estacion y es importante determinar la temperatura a la cual la velocidad es
maxima (Tekin y col., 2014). Esto conlleva a una diferencia en el pH del agua durante
las distintas estaciones del afio.

En estudios realizados con Acidithiobacillus ferrooxidans y llevando a cabo la ruta
metabdlica ferro-oxidativa, la temperatura dptima ha sido reconocida ser dependiente
del pH. Una disminucién del pH inicial, para ensayos en igualdad de condiciones,
conlleva a una bajada de la temperatura 6ptima en el crecimiento de esta bacteria
(Dong-Jin y col., 2008). En la literatura, la temperatura optima de Acidithiobacillus
ferrooxidans es 33°C a un pH inicial de 2,5 y 30°C a pH 1,5. (MacDonald y Clark, 1970).
En estudios realizados con Acidithiobacillus thioxidans con S, como sustrato y a un pH
inicial de 1,8, el 6ptimo de temperatura se consigue a 32,8°C entre un intervalo de
temperatura comprendido entre -4,2 y 39,7°C (Franzmann y col., 2005).

En la bibliografia se encuentran algunas aproximaciones resumidas por Zwietering y
col. (1991) para predecir el comportamiento de cultivos bacterianos tomando como
Unica variable la temperatura, entre ellas los modelos de Hinshelwood (1946),
Ratkowsky y col. (1983) y Schoolfield y col. (1981). Estos modelos se caracterizan por
ser algo mas complejos en su ecuaciéon que la ecuacion tipo Arrhenius (45), sin
embargo esta ultima aproximacidén es la mas utilizada para predecir la energia de

activacion de la reaccion (Ojumu y col., 2009; Franzmann y col., 2005):

Lnpu=-E,/RT+LnA (45)

Donde u es la velocidad especifica de crecimiento bacteriano o pendiente de la recta
correspondiente a la zona lineal de la ecuacidon semilogaritmica de la concentracién de
bacterias frente al tiempo a una temperatura T (en Kelvin), E; es la energia de
activacion, R es la constante de los gases ideales (8,314 J K'mol™), y A es el “factor pre-
exponencial”. Si el coeficiente de rendimiento o la relacidon existente entre la biomasa
producida y el sustrato consumido es constante durante la fase exponencial de
crecimiento bacteriano, la velocidad especifica de crecimiento ha de ser igual a la de

biooxidacién. Este hecho permite seguir el control del cultivo analizando la
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concentracion de sustrato, método mucho mas facil y preciso que el de analisis de la
concentracion bacteriana. De esta manera, midiendo la concentracién de analito en
cada momento y realizando una representacion de Ln p frente a 1/T se obtiene una
recta de pendiente -E,/R. La energia de activacién obtenida de esta manera para la bio-
oxidacién de azufre elemental por Acidithiobacillus thioxidans es de 47 KJ-mol™
(Franzmann y col., 2005).

El modelo de Hinshelwood expone que la bajada inmediata de la velocidad especifica
de biooxidacion cuando alcanza una determinada temperatura maxima es debido a la
desnaturalizacion irreversible y coagulacion de las enzimas de las células. Hinshelwood
expresa | como la contribucidn de dos términos tipo Arrhenius, uno de sintesis y otro

de degeneracion, dada por la siguiente expresion, (Eq. (46)):

H=A1e_EA/RT-A2e-ED/RT (46)

Donde E, es la energia de activacidon de la enzima y Ep, la energia de desactivacidn,
considerablemente mas grande que Ea.

El modelo de Ratkowsky corresponde a la Eq. (47):

(1/t)"%= b (T-Trin) - (1-TT™) (47)

Donde T es temperatura en °C; Tmin y Tmax son la minima y maxima temperatura
respectivamente, b y c parametros de ajuste y el parametro t, el tiempo necesario para
alcanzar una condicion especifica, generalmente el tiempo de generacidn o duplicacion

bacteriana, expresado en la Eq. (48) como:

t1/2= Ln 2/|J. (48)

El modelo modificado de Ratkowsky viene dado por la Eq. (49), donde la caida de 1/t
hacia Tmax esta descrita por una funcién exponencial y no por la raiz cuadrada de la
funcién exponencial. El modelo modificado de Ratkowsky, se aproxima mas a los

resultados experimentales de crecimiento de biooxidacion de sustrato durante un
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intervalo mas amplio de temperatura. Sin embargo, el modelo de Ratkowsky se

aproxima solo a temperaturas altas (Zwietering y col. 1991):
(1/t)= b (T-Toyin)? - (1-€'“TT™)) (49)
Segun estudid Zwietering y col. (1991), el modelo modificado de Ratkowsky es el mas

adecuado para conocer la temperatura Optima en el crecimiento microbiano,

remarcado por Kupka y col. 2009.
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2.6. Biorreactores.

Las pautas preliminares para el disefio de biorreactores para la biooxidacién de tiosales
se deben concretar en bajos costes de inversion y operacién, velocidad de oxidacion de
tiosales suficiente para cubrir la capacidad del tratamiento a nivel industrial, en
equipos cuyo tamafio permita controlar las condiciones de operacién, en especial del

flujo, aireacidn y temperatura (lglesias y col., 2016).

En lo que respecta al apartado 2.5, se debe tener en cuenta que todas las reacciones
del metabolismo de tiosales son exotérmicas y dependientes de la temperatura en
estrechos margenes. Las especies celulares A. ferrooxidans y A. thiooxidans son
mesodfilas y tienen su éptimo de temperatura en torno a los 30 °C. Mientras su
adaptacion a ambientes mas frios es posible, la exposicidon continua a temperaturas

superiores a los 45 °C provoca una pérdida de viabilidad total (Silver, 1985).

Respecto del flujo, éste debe proveer a toda la biomasa de sustratos a la velocidad que
esta demande para que el metabolismo sea lo mas selectivo respecto del producto y

rapido posible.

La aireacidn suele ser un factor clave en las fermentaciones aerdbicas, como es la de
tiosales. La baja solubilidad del oxigeno en disoluciones acuosas dificulta grandemente
la tarea de cubrir la velocidad de demanda de oxigeno de la poblacion celular. Por este
motivo, el suministro de oxigeno puede ser un factor limitante de la cinética de este

tipo de procesos.
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2.6.1. Biorreactor continuo.

En lineas generales, la operacién continua de biorreactores es mas favorable en

términos productivos que la discontinua por dos motivos (Bailey y Ollis, 1986):

e Se evitan los periodos no productivos de carga y descarga del reactor en cada ciclo
de reaccion.

e Se evitan los estados celulares de latencia, crecimiento acelerado y crecimiento
retardado, causados por la variacion de concentracién de sustratos y productos en el
medio a lo largo del tiempo, en los que la velocidad especifica de crecimiento es

distinta de la maxima.

Adicionalmente, el metabolismo de Acidithiobacillus creciendo sobre fuentes
reducidas del S puede verse negativamente afectado por reacciones secundarias como
la generacidon de ion sulfito. Uno de los factores que afectan en mayor medida al
avance de estas reacciones deriva de la generacion de protones durante la
biooxidacién. Para controlar las interferencias de reacciones abidticas, y dirigir el
proceso hacia un Unico producto, se recomienda la operacién continua estacionaria

(Pronk, 1990; Ghosh, 2009).

2.6.2. Biorreactor con células soportadas.

Los procesos microbianos continuos pueden llevarse a cabo con las células
suspendidas en el caldo de cultivo o con las células adheridas a un sustrato o soporte.
Con las células dispersas en el liquido el reactor mas empleado es el tanque agitado
continuo. En este tipo de reactores una parte de la biomasa generada en el reactor lo
abandona arrastrada por el liquido en la corriente de efluente, por lo que la
concentracion de células en el interior del reactor esta sensiblemente afectada por el
caudal de alimentacion. La concentracién de células por unidad de volumen de reactor

se aumenta considerablemente si éstas se fijan sobre un soporte sélido. De esta
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manera la concentracion celular en el biorreactor puede, tedricamente, ser

independiente respecto del caudal de alimentacion.

Se ha descrito en la bibliografia un tipo de biorreactor continuo para la biooxidacién de
tiosales por A ferrivorans en un lecho estructurado plastico (Liljeqvist y col., 2011). Este
reactor necesita estar asistido por otro de tanque para que la concentracién de
biomasa no disminuya en el tiempo. Este aspecto no concuerda con el concepto del
modelo de pelicula bacteriana soportada en el que la concentracién de biomasa en el
reactor llega a ser estable a través de biopeliculas consolidadas sobre el soporte. Los
rendimientos de oxidacion de tiosales es este biorreactor fueron siempre inferiores al

50%.

Se han ensayado ampliamente biorreactores con A. ferrooxidans soportado para la
biooxidacién del ion Fe(ll) en los que es posible alcanzar condiciones estacionarias.
Acidithiobacillus ferrooxidans tiene la capacidad de fijarse sobre distintos tipos de
materiales, como carbdn activo, vidrio, alginato calcico, espuma de poliuretano, espuma
de poliestireno, poliestireno estrusionado, fibra de niquel, PVA, PVC, alginato sddico y
piedra silicea (Lancy y Tuovinen, 1984; Armentia y Webb, 199; Gomez y col., 2000;
Mazuelos y col., 2001; Wood y col., 2001; Long y col., 2004; Yujian y col., 2007). Sobre
este Ultimo material se consiguen las mayores tasas de fijacion de células. La piedra

silicea es, ademas, un material no manufacturado, de bajo precio y facilmente disponible.

Los microorganismos producen sustancias poliméricas extracelulares (EPS) que son
mezclas complejas de biopolimeros constituidos bdsicamente por polisacaridos, asi
como proteinas, acidos nucleidos y lipidos. Los EPS constituyen el espacio intercelular
de los agregados microbianos y forman la estructura y la arquitectura de la matriz de la
biopelicula. Las funciones clave de los EPS son la mediacién en la adhesidn inicial de las
células a diferentes soportes y la proteccion frente al estrés medioambiental y la
deshidratacion (Dubois y col. 1956).

Los EPS producidos por Acidithiobacillus ferrooxidans son azucares neutros,

(predominantemente ramnosa, fructosa y glucosa) y lipidos (Harneit y col., 2006). Los
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constituyentes quimicos varian dependiendo del tipo de sustrato sobre el que las
células crecen. El modo de unién también difiere en funcién del sustrato.

Las células en presencia de un sdlido tienden a adherirse sobre él estableciendo uniones a
través de exopolisacaridos que excreta (Chan y col., 2009). Creciendo sobre Fe(ll), una vez
fijado sobre el sélido, y como resultado de la actividad metabdlica de las células, en la que
se consumen protones y se genera Fe(lll), se producen gradientes de pH y concentracion
de Fe(lll) locales en el entorno mas inmediato del sélido que dan lugar a la precipitacion

de jarositas sobre él (Toro y col. 1989), Eq.(50).

X' +3Fe® + 2507 + 6H,0 > XFes3(S04)»(OH)s + 6H' (50)

XFe; (SO4),(OH)s es la formula empirica de las jarositas, donde X es un catién
monovalente (Na*, K*, NH;" y H30")

Con el paso del tiempo, estos precipitados férricos, que se fijan fuertemente al sdlido,
constituyen una estructura continua tridimensional porosa que acaba convirtiéndose en
el verdadero soporte de las células (Karamanev, 1991). El conjunto de las células y la capa
de jarosita es la naturaleza tipica de una pelicula bacteriana o biopelicula en Ia

biooxidacion del idn ferroso.

Se ha descrito en la bibliografia que A. thiooxidans y T. thioparus tienen la capacidad de
adherirse sobre sélidos, como la espuma de poliuretano en biofiltros percoladores para la
eliminaciéon de acido sulfhidrico (Ramirez y col., 2009; Starosvetsky, Zukerman, Armon,
2013). A. thiooxidans también se ha logrado inmovilizar sobre particulas ceramicas

(Silver, 1985; Lee y Wookryu, 2005).

Se han ensayado diversos tipos de biorreactores en los que Acidithiobacillus ferrooxidans
se encuentra inmovilizado sobre un soporte sélido formando biopeliculas. De entre ellos
los de uso mas extendido en la biooxidacidon del ion Fe(ll) son el contactor bioldgico
rotatorio (Olem y Unz, 1977), lecho fluidizado (Nikolov y Karamanev, 1987) y lecho fijo
(Livesey, Tunley y Nagy,1977).
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El contactor bioldgico rotatorio consiste en un conjunto de discos parcialmente
sumergidos en un liquido contenido en una artesa, cuyos planos se orientan en vertical y

gue giran solidariamente impulsados por un mismo eje y a velocidad muy baja (Fig. 5).

Discos

Alimentacién

PLANTA ALZADO
Artesa

Figura 5. Esquema de un contactor bioldgico rotatorio

La biomasa se soporta sobre los discos, de tal forma que al girar estos se establecen ciclos
en los que las células entran en contacto con el liquido y posteriormente con el aire. Dada
la complejidad mecanica de este tipo de biorreactores y que el area para constituir
biopeliculas se encuentra muy limitado, los costes de operacidn suelen ser mayores vy las
productividades por unidad de volumen mas bajas que para reactores de lecho fijo y

lecho fluidizado.

Los bioreactores de lecho fluidizado presentan excelentes condiciones para la
transferencia de materia. La bibliografia describe reactores de lecho fluidizado inverso o
airlift (Fig. 6) usando como soporte de la biopelicula basalto y carbdn activo (Nikolov,

1987).
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Figura 6. Esquema de reactores airlift.

No obstante, en el transcurso de la operaciéon pueden presentar problemas de control
por desestabilizacion de la biopelicula, por el efecto abrasivo derivado del choque entre
las particulas y con las paredes del recipiente, y en la estabilidad del flujo, por la variacion
en el tiempo de la densidad de las particulas, que es funcidon del desarrollo de la

biopelicula sobre ellas.

2.6.3. Biorreactor de lecho fijo inundado.

Los biorreactores de lecho fijo son faciles de operar, en ellos la biopelicula es muy estable

al estar fijada sobre particulas inmdviles y acumulan elevadas concentraciones celulares.

El reactor de lecho fijo puede operar de dos formas distintas en continuo:

- Con el liquido y el gas portador del oxigeno, normalmente aire, circulando en
contracorriente; el liquido desciende y el gas asciende. Estos reactores se conocen
como reactores de lecho fijo de riego por percolacion ( Livesey-Goldblatt, Tunley
y Nagy, 1977).

- Con ambos fluidos circulando en corrientes ascendentes. Estos reactores se

conocen como reactores de lecho fijo inundado (Mazuelos y col., 1999).
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En los reactores de lecho fijo de riego por percolacién el flujo de liquido suele distribuirse
irregularmente en el lecho dando lugar a canalizaciones y zonas muertas. Ademas, el
tiempo medio de residencia del liquido no es una variable controlable durante la
operacion, ya que la velocidad lineal de paso de éste, para un reactor dado, esta fijada
por la fuerza de la gravedad. Otro problema inherente a este tipo de reactor es que el
area para la transferencia del oxigeno del gas al liquido no es modificable, entrando en

contacto en una superficie cuya extension es similar a la superficie expuesta por el lecho.

Las dificultades asociadas a la operaciéon del reactor de lecho fijo de riego por percolacién
se pueden superar utilizando el reactor de lecho fijo inundado:

- Enél, el tiempo medio de residencia del liquido es mayor por unidad de volumen
de reactor y es controlable desde el caudal de alimentacién, pudiéndose
conseguir un riego mas homogéneo y controlado de la biomasa.

- El area de transferencia gas-liquido depende de las condiciones de inyeccién del
gas, siendo posible conseguir superficies interfaciales gas-liquido muchisimo
mayores.

Estas ventajas permite al reactor de lecho fijo inundado alcanzar las mayores velocidades

de biooxidacidn del ion Fe(ll) encontradas en la bibliografia (Tabla 2).

Tabla 2. Comparativa de productividades alcanzadas en reactores de lecho fijo segun los

modelos de percolacion e inundado.

Cita: Dimensiones Modo de flujo | Soporte Productividad
Autor/afio didmetro/altura g/hm2
(cm)

Livesey/1977 38/225 Percolacién PVC 480
Armentia/1992 | 5.2/30.6 poliuretano 289
Carranza/1990 | 5/30 Mineral 132

marginal

Carbdn activo 351
Mazuelos/2000 | 8.4/84 inundado Arena silicea 3591
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En la Fig. 7 se muestra un diagrama que resume las bases para el flujo en reactores de

lecho fijo inundado.

Salida
licor oxidado
Entrada
licor de
alimentacion L—/_ aire

Figura 7. Biorreactor de lecho fijo inundado.

2.6.4. Aireacion.

La biooxidacion de tiosales se puede catalogar como reaccidén heterogénea, en la que
tanto el catalizador como los reactivos se encuentran inicialmente en fases distintas. Por
lo tanto, se tendran que considerar, ademas de la propia reaccién bioquimica, los
fendmenos de transporte de materia. Asi, el oxigeno inicialmente en fase gas atraviesa la
interfase gas-liquido, viaja en el liquido hasta alcanzar la biopelicula, se difunde a través

de los poros de la misma, hasta alcanzar la célula, reaccionando en su interior (Fig.8).
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CAPA LAMINAR

FASE LIQUIDA
APA LAMINAR

BIOPELICULA
BURBUJA

Cy

Figura 8. Diagrama del transporte de oxigeno en biorreactores aerobios de pelicula

bacteriana soportada y perfil de concentraciones en funcién de la posicidn.

Todos los estimulos que reciba el reactor en la direccion de mejorar este proceso de
transferencia de materia se traducirdn en un aumento del rendimiento en condiciones
limitantes de oxigenacion. Operar biorreactores aerébicos en condiciones limitantes de
oxigenacion es una situacion muy probable en la casuistica de este tipo de reactores
(Doran, 1995; Bailey y Ollis, 1986). Asi en el caso concreto de la biooxidacién del ién
ferroso por Acidithiobacillus ferrooxidans en reactores de lecho fijo la aireacién es el

elemento clave del diseifio (Mazuelos y col., 2002).

Por tanto cabe esperar que el rendimiento del biorreactor para oxidar tiosales sea
sensible a las modificaciones en las condiciones de aireacion, sobre todo en lo que
respecta al tipo de difusor para la inyeccion el aire en el medio liquido, caudal al que se
inyecte el aire, condiciones de flujo para el liquido. Estos factores influyen conjuntamente
sobre el drea interfacial gas-liquido y sobre el nivel de participaciéon de los mecanismos
difusional y convectivo en la transferencia. La composicién del licor a biooxidar también
afectara a la cinética de la transferencia del oxigeno del gas liquido; la solubilidad de este
gas en el medio es tanto menor cuanto mayor es su contenido salino, por el efecto
salting-out (Narita y col., 1983; Tromans, 2000; Ojumu y col., 2008; Mazuelos y col., 2010;
Mazuelosy col., 2012).
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3. Materiales y métodos.

3.1. Métodos analiticos.

Para el control analitico de las aguas a tratar y del proceso de depuracion de tiosales,

se han empleado los siguientes métodos analiticos:
3.1.1. Determinacion de tiosulfato y sulfito mediante yodometria.

Las disoluciones de yodo, tras ser preparadas por pesada a un valor de normalidad
objetivo de 0,5-10'3, fueron contrastadas con tiosulfato estandarizado previamente

con yodo naciente.

10; +51" +6H" —3I, +3H,0 (51)

Una vez estandarizada la disolucién de yodo, tanto el tiosulfato como el sulfito

reaccionan con el yodo de forma cuantitativa:

28,07 +1, - 8,0, +2I (52)
SOF +1,+H,0 —50,” +2I" +2H" (53)
Na,SO, + HCHO+ H,0 — CH,(OH)SO,Na+ NaOH (54)

Es posible discriminar entre estas especies afiadiendo a la muestra formaldehido
(disolucidn al 38%); el formaldehido enmascara al ion sulfito permitiendo valorar al ion
tiosulfato independientemente (Harris, 2010; Kurtenacker, 1924; KoH, 1990). La
valoracion se realiza a pH 4,5; ajustado con NaOH 6 H,SO, diluidos, segun el caso. Se

utilizé como indicador una disolucion de almidén al 0,5%.
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3.1.2. Determinacion de tiosales totales mediante el método descrito por

Makhija y Hitchen, 1978.

El método de Makhija y Hitchen, 1978 se aplica a la determinacién conjunta de
politionatos y tiosulfato. Se basa en una acidimetria aplicada sobre la muestra una vez
han sido oxidadas las tiosales que contiene con HgCl,. De acuerdo con la reaccién

genérica:

25,0 +3HgCl, +4H,0 — HgCl, -2HgS + (2x—6)S + 4HSO,” +4HCI  (55)

Para el tetrationato y tiosulfato serian respectivamente:

28,03 +3HgCl, +4H,0 — HgCl, - 2HgS + 28 + 4HSO,” +4HCI (30)

28,03 +3HgCl, +2H,0 — HgCl, -2HgS +250,” + 4HCI (5)

La muestra (en alicuota de 5-10 mL) conteniendo entre 0,1 y 25mg de tiosales, se lleva
inicialmente a un pH de 4,3 (valor de referencia inicial y final) (Jay, 1953, KoH, 1990).
Se agregan 5 mL de HgCl, al 5% y se agita durante cinco minutos. Se lleva a ebullicion
para que completen las reacciones indicadas de generacion de acido. Se deja enfriar
hasta temperatura ambiente y se agrega gota a gota una disolucion de Kl al 20%,; al
principio aparece un precipitado naranja de Hgl, que se redisuelve en exceso de
yoduro, momento en que se deja de afiadir. El objeto es el de secuestrar el exceso de
mercurio, cuya precipitacién como hidréxido consumiria dlcali en la acidimetria
posterior, que se realiza llevando de nuevo la disolucién hasta un valor de pH de 4,3

con hidréxido 0,05 N, estandarizada con ftalato acido de potasio.

La masa de hidroxido sédico afiadida se multiplica por el siguiente factor, de manera

que se obtiene directamente la concentracion de tiosales en g/L:

F’AC‘TOR:IVNLH112 (56)

'VMUESTRA
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La presencia de sulfito contribuye a la generacién de acido, aunque de forma un tanto
erratica. A valores de pH entre 4-5, el sulfito puede encontrarse como bisulfito, que al
oxidarse a sulfato, bien con oxigeno o con cloruro de mercurio, libera protones segun
la siguiente reaccidn:

2— 1 2- +
HSO; + 1,0, 580, +H 57)

Para eliminar esta fuente de error se ha optado por introducir una modificacion del
método consistente en la adicidon controlada de disolucion de yodo, antes del ajuste de
pH, que oxida el sulfito a sulfato. También oxida al tiosulfato, pero el tetrationato
producido mantiene estequiométricamente la generacion de acido en el ataque

posterior con cloruro de mercurio.

3.1.3. Determinacion de la concentracion de tiosales mediante cromatografia
idnica.

Para la determinacion de la concentracion de iones, principalmente sulfato, tiosulfato,
tritionato y tetrationato se usé el cromatdgrafo 883 Basic IC Plus (Methrom) que posee
un modulo de supresién quimica (MSM) para deteccidon por conductividad. El eluyente
utilizado posee 3,2 mM de carbonato de sodio, 1,0 mM de bicarbonato de sodio y 5%
de acetona. Los renovadores de la columna tras cada analisis son 250 mM de dacido
sulfurico y agua destilada de calidad ultrapura. Como precolumna se utilizd Metrosep
RP2 Guard/3.5, caracterizada por no aumentar el tiempo de elucién de los iones en el
cromatograma. Como columnas se utilizaron dos precolumnas Metrosep A Supp 4/5
Guard 4.0. La calibracién de tiosulfato y tetrationato se realiza de forma conjunta
desde 10 a 200 mg/L. Las muestras fueron diluidas entre 20 y 40 veces segun el

ensayo.
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3.1.4. Determinacion de pH, conductividad y concentracién de metales.

Para la determinacion de pH se ha utilizado un pH-metro WTW-3310 equipado con
software para el calibrado multi-patrén. El electrodo es de vidrio, combinado con una
sonda para la compensacién automatica de la temperatura. La marca de la sonda es
WTW, modelo Sentix 41. Esta sonda permite medir en el rango de temperaturas entre
0 y 80 °C. Los patrones usados para el calibrado del equipo fueron de la marca
Panreac, y correspondianalospH 1, 2, 3,4, 7, 10y 12, seleccionados en parejas o trios

segun el rango de pH de la medida.

Se midié la conductividad utilizando un conductimetro de la marca Radiometer

Analytical. modelo MeterLab CDM210, siendo calibrado a 30°C.

Para la determinacion de Ca, Cu y Fe se ha empleado la espectrofotometria de

absorcién atdmica. El equipo usado es la marca Perkin Elmer, modelo 2380.

3.2. Origen, obtencion y adaptacion de cepas bacterianas.

3.2.1. El cultivo FNN-9K.

Desde la década de los 80 del siglo pasado el grupo de investigacién
Biohidrometalurgia mantiene, en medio 9K (Silverman, 1959) a 31 °C, cultivos mixtos
de especies ferro y sulfooxidantes obtenidos a partir de efluentes de la mina de

Riotinto (Huelva). El punto de muestreo concreto fue Filén Norte.

La estructura poblacional de estos cultivos fue determinada, previamente a la
realizacion de esta tesis, mediante métodos microbioldgicos clasicos de aislamiento e
identificacion. Los microorganismos mayoritarios fueron Acidithiobacillus ferrooxidans
y Leptospirillum ferrooxidans. También se detectaron heterdtrofos de la familia

Acidiphillium (Mazuelos y col., 2012).
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3.2.2. Cultivos autdctonos presentes en las aguas reales. Las cepas DPS
o DP2.

Con el objetivo de generar cultivos autéctonos, adaptados ya a las condiciones del
proceso, como posible inéculo de reactores bioldgicos para oxidar tiosales, se procedid

a concentrar las bacterias procedentes de las aguas reales.

Para obtener cepas concentradas autdctonas a partir de la muestra DPS se sembraron
las células que contiene sobre un medio sintético con mayor concentracion en tiosales.
Este proceso se inicio pelletizando las células contenidas en 3,5 L de la muestra DPS,
por centrifugacion a 16000 g. El pellet obtenido se dividid en tres fracciones que se

sembraron sobre medio tetrationato, medio tiosulfato y mezcla de estas tiosales.

3.2.3. Medios de crecimiento.

Los métodos aplicados para el crecimiento de células son la siembra en placa y el

cultivo discontinuo en medio liquido.

Como primera etapa en la concentracidon de células se realizé la siembra en césped
sobre placa de Petri con medio de crecimiento solidificado. Para la preparacion de los
medios de cultivo solidificados se han utilizado diferentes tipos de Agar y Gelrite, un
polisacarido producido por la bacteria Pseudomonas eiodea, que ha dado los mejores
resultados para el crecimiento de microorganismos extremoéfilos en medios de media
salinidad. Una vez son visibles las colonias, y contrastada su morfologia por
microscopia, la placa se inunda de medio salino y se agita en un agitador orbital,
dispersandose las colonias. Se obtiene asi un inéculo de elevada concentracidn apto
para la siembra en medio liquido. También se ha utilizado la siembra de placa para

mantenimiento de cepas (siembra en estrias) y para aislamiento (siembra en dilucion).
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Se han empleado diferentes tipos de medio de crecimiento en fase liquida: tiosulfato,
tetrationato, 9K y Leathen. En la tabla 3 se muestra la composicién de los estos
medios de cultivo. Salvo cuando se indique algo distinto, los datos numéricos se

expresan en gramaos.

Tabla 3. Composicion quimica de los medios de cultivo empleados.

Sal Tiosulfato | Tetrationato 9k Leathen
(NH,;),SO, 0,2 3,0 3,0 0,2
KCl - - 0,1 0,05
K,HPO, 3,0 3,0 0,5 0,05
MgSO,-7H,0 0,1 0,5 0,5 0,5
CaNO; - - 0,01 0,01
CaCl, 0,2 0,2 - -
H,O0 (mL) 1000 1000 700 1000
Na,S,03:5H,0 5,0 - - -
Na,S;06:2H,0 - 4,0 - -
FeSO,-7H,0 - - 300 mL (14,7%) | 10 mL (10%)

3.3. Identificacion de cepas bacterianas.

Para la identificacion de microorganismos se han empleado técnicas de biologia
molecular, consistentes en la extracciéon de ADN, amplificacion por PCR del ADN para la
subunidad 16S del ARNr, secuenciacién y analisis filogenético (Weisburg y col., 1991;
Sambrook y Russell, 2001; Dereeper y col., 2008; Steffan y Atlas, 1991). A continuacion

se describen estas etapas.
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Extraccion ADN: Para la extraccion de ADN se emplean 5 ml de cultivo, que se
sedimentan por centrifugacion durante 3 minutos en centrifuga de mesa a
maxima velocidad. El ADN del sedimento celular se extrajo con el kit AquaPure
(BioRad). Para ello, las células se rompieron con el tampén de lisis incubando
15 minutos a 80 °C y 30 minutos a temperatura ambiente. El ARN se eliminé
empleando ARNasa y las proteinas se eliminaron con la solucion de
precipitacion correspondiente. Finalmente, el ADN se precipitd con isopropanol
y centrifugacion en centrifuga de mesa durante 10 minutos a madaxima

velocidad. El ADN precipitado se resuspendié en el tampdn de hidratacion.

PCR: Las amplificaciones se realizaron mediante PCR en 50 microlitros de
volumen de reaccidon conteniendo ADN molde, 25 microM de los cebadores
“forward” y “reverse”, 200 microM dNTP, 2mM MgCl, y 1 U de Tag polimerasa.
Las condiciones de ciclacidn fueron 94 °C durante 3 minutos, seguido de 35
repeticiones del siguiente ciclo: 94 °C, 30 segundos; 51 °C, 30 segundos; 72 °C,
129 segundos. Finalmente se empled un ciclo de extensién a 72 °C durante 5

minutos.

Clonacion: Los productos de PCR (amplicones) se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% en tampon TBE. Los amplicones se
cortaron de los geles de agarosa y se purificaron mediante el kit High Pure PCR
Product Purification Kit (Roche), siguiendo las instrucciones del proveedor. Para
las reacciones de ligacion se emplearon los amplicones purificados. Estas
reacciones de ligacion se llevaron a cabo en volumenes de 10 microlitros
contenido el plasmido pGEMT-Easy (Promega), el tampdn y la ligasa vendidos
con el plasmido, siguiendo las instrucciones del proveedor. Las reacciones de
ligacidn se incubaron durante toda la noche a temperatura ambiente. Una
alicuota de 1 microlitro de la reaccién de ligacion se usd para transformar las
células competentes XL-10 GOLD (Agilent), siguiendo el protocolo del

proveedor. Las células transformadas se sembraron en medio LB agar
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conteniendo, ampicilina, tetraciclina, IPTG y X-Gal. Las colonias blancas se
seleccionaron como presuntas positivas. Para comprobar si eran o no positivas,
las colonias se crecieron en medio LB durante toda la noche a 37 °C. Al dia
siguiente, el ADN plasmidico se extrajo usando el PureYield Plamid Miniprep
System (Promega), de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Finalmente,
los plasmidos aislados se sometieron a restriccién con los enzimas EcoRI/Hindlll

y electroforesis en gel de agarosa.

e Secuenciacién: Los plasmidos aislados se sometieron a secuenciacion

empleando un sistema automatico provisto por Sistemas Gendmicos.

El protocolo descrito en el apartado anterior se ha sido aplicado para la identificacion

de la cepa DPS.

3.4. Cinética de cultivos discontinuos. Metodologia y plan de
experiencias.

Para el estudio cinético de los cultivos se programd un conjunto de experiencias. Para

nombrar los ensayos se utilizara el siguiente criterio: cepa-concentracion de tiosal-pH.

Para cada ensayo, se realizd un seguimiento del pH y de la concentracion de los iones
tetrationato, tiosulfato y sulfito a lo largo del tiempo. El volumen total de los cultivos
fue de 120 mL, de los cudles 24 mL correspondieron al inéculo y 96 mL al medio de
crecimiento. Como recipiente se emplearon matraces de Erlenmeyer de 250 mL
idénticos, esterilizados y tapados con una torunda de algodon. La temperatura fue de
31 °C. Las experiencias se realizaron en agitacion (180 rpm). Para conseguir las
condiciones de temperatura y agitacion adecuadas se empled un incubador orbital

(Gallenkamp).

El programa de ensayos utiliza como variables sensibles las siguientes:
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- Cepas: FNN y DPS. Esta ultima obtenida a partir de aguas reales de planta, lo

que se detallara en el apartado 4.2 de resultados.

- Sustratos energéticos: lon tetrationato, ion tiosulfato y mezcla de ambos.

- Concentracidn de sustrato energético.

- pH.

Como medios de cultivo se emplearon los medios tetrationato y tiosulfato (este ultimo

también para mezclas de tiosales), modificados en la concentracion de sustrato

energético y pH. El ajuste del pH se realizd con acido sulfurico diluido. El indculo se

prepard a partir de un cultivo de la misma composicién biolégica, crecido, pelletizado y

resuspendido en el mismo volumen de medio salino.

En la tabla 4 se resume el plan de ensayos:

Tabla 4. Plan de experiencias para el estudio cinético de cultivos de bio-oxidacion de

tiosales.
Nombre del cepa lones Concentracion pH Agitacion
ensayo sustrato inicial (g/L) inicial
FNN-3,5-3 FNN tetrationato 3,5 3 Si
FNN-3,5-2 FNN tetrationato 3,5 2 Si
FNN-3,5-1,5 FNN tetrationato 3,5 1,5 Si
FNN-2-3 FNN tetrationato 2 3 Si
FNN-5-3 FNN tetrationato 5 3 Si
FNN-0,25-3 FNN tiosulfato 0,25 3 si
FNN-0,25-2 FNN tiosulfato 0,25 2 si
FNN-0,25-1,5 FNN tiosulfato 0,25 1,5 si
FNN-0,75-3 FNN tiosulfato 0,75 3 si
FNN-1,25-3 FNN tiosulfato 1,25 3 Si
DPS-0,25-3 DPS tiosulfato 0,25 3 si
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DPS-0,25-2 DPS tiosulfato 0,25 2 si

DPS-0,25-1,5 DPS tiosulfato 0,25 1,5 si

DPS-0,75-3 DPS tiosulfato 0,75 3 si

DPS-1,25-3 DPS tiosulfato 1,25 3 si

FNN-3,5-0,25-3 FNN tetrationato + 3,5+0,25 3 Si
tiosulfato

DPS-3,5-0,25-3 DPS tetrationato + 3,5+0,25 3 Si
tiosulfato

FNN-3,5-1-2 FNN Tetrationato+ 3,5+1 2 si
tiosulfato

FNN-3,5-1-1,75 FNN Tetrationato+ 3,5+1 1,75 si
tiosulfato

FNN-3,5-1-1,5 FNN Tetrationato+ 3,5+1 1,5 Si
tiosulfato

3.5. Relacion de la medida de conductividad con la concentracion de
politionatos.

Observando la reaccion de oxidacion del tetrationato, se puede deducir que la
oxidacién de esta especie con el tiempo produce un aumento de la conductividad
debido principalmente a la generacién de acido. Es por ello que se pretende resolver
un estudio sobre la cinética de tiosales atendiendo a medidas de conductividad.

$,08 + 740, +3H,0 - 450 +6H" 58)

La conductividad de una disolucion (K), se define como la inversa de la resistividad

especifica (p) o como la conductancia de un cubo de disolucién de electrolito de 1 cm’
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de lado. Es una magnitud aditiva, lo que significa que en una disolucién electrolitica,

donde contribuye tanto el soluto como el disolvente, se puede escribir:

I'(Disolucion =K soluto T K Disolvente (59)

Para un mismo electrolito, la K de sus disoluciones es funcién directa de la
concentracion de la disolucidon y de la T, K =f (T, c). Su valor depende del numero de
iones (concentracidn) por unidad de volumen, ademas de la naturaleza de los iones
(electrolitos). Como K depende del movimiento de los iones y este depende de la
temperatura, todas las medidas de conductividad deben ser a temperatura constante.
Se plantea como objetivo llevar a cabo un estudio cinético de cultivos conteniendo

Acidithiobacillus utilizando medidas de conductividad.

3.5.1. Ensayos con disoluciones sintéticas.

Se utilizan disoluciones de tetrationato sintético en agua destilada acidificada con
acido sulfarico en un rango de concentracién entre Oy 6 g/L y un pH entre 1,3y 1,8
para correlacionar la conductividad en funcidon de la concentracién de tetrationato y
la acidez. También se utilizan disoluciones acidas exentas de tetratioanto. Para ello, la
conductividad, el pH y la concentracion de politionatos fueron medidos en estas

disoluciones a una temperatura de 30 °C.

3.5.2. Ensayos con cultivos.
Un volumen de 4,8 L de efluente real exento de tiosulfato conteniendo politionatos se
inocula con 1,2 L de un cultivo FNN agotado en tetrationato sintético (20% v/v), bajo

las siguientes condiciones: 30 °C en bafio termostatado, 400 rpm de velocidad de

agitacién y suministro de aire mediante bomba y difusor.
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La conductividad se mide en continuo durante el ensayo y a tiempos especificos, el pH
y la concentracion de tetrationato por el método acidimétrico. Para el analisis de
politionatos las muestras se filtraron con filtro de celulosa de 0,45 um para retener las
bacterias y detener la bio-oxidacidn. Este ensayo se repite siete veces de manera que
la concentracion de politionatos, conductividad y pH fueron medidas en dos puntos,
uno al inicio y otro al final del crecimiento. El objetivo es observar el valor de las

pendientes en la relacidn politionatos frente a conductividad.

El conductimetro utilizado fue el descrito en el apartado 3.1.3., calibrado a 30 °C y
conectado a un sistema de adquisicion de datos. Labview se utiliza para el disefio de un

diagrama de bloques para la recopilacidn de datos de conductividad en continuo.

3.5.3. Tratamiento estadistico.

El test-t de muestras emparejadas se utiliza para determinar si existen diferencias
significativas entre la determinacion de politionatos por Makhija y Hitchen (1978) y el
resultado indirecto obtenido por la medida de conductividad en continuo durante la
degradacion de tetrationato en un cultivo (Montgomery y Runger, 2010). Se acepta
como hipadtesis nula que no existen diferencias significativas en las medidas de los dos

métodos, asumiendo un 95 % del nivel de confianza (a = 0.05).

3.6. Efecto de la temperatura.

A través del estudio propuesto en el apartado anterior donde es posible determinar
tiosales totales en continuo realizando medidas de conductividad, se plantea un
estudio con el objetivo de conocer la temperatura a la cual se consigue el maximo
crecimiento de poblacién de un cultivo microbiano para optimizar el disefio de
bioreactores, y de este modo economizar el proceso (Franzmann y col., 2005). Para

generalizar el estudio, en los ensayos se utiliza como sustrato tetrationato sintético,
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principal especie presente en aguas de proceso, especie bastante estable a pH por

debajo de 2 y en un amplio rango de temperatura (Vongporm, 2008).

3.6.1. Cepa.

La cepa FNN adaptada a tetrationato se hace crecer en el medio descrito de la tabla 5,
denominado “medio tetrationato modificado”. Este medio estd caracterizado por la
ausencia de calcio y una cantidad menor del resto de sales con el objetivo principal de
evitar la precipitacién de sulfato de calcio durante la biooxidacidon de tetrationato y

eliminar la mayor cantidad posible de interferencias en los ensayos.

Tabla 5. Composicion quimica del medio tetrationato modificado.

Sales (g/L)

(NH,),S0, | 0,15

KCl 0,05

K;HPO,4 0,05

MgS0,-7H,0 | 0,5

Na2$406-2H20 4,0

H,0 (mL) | 1000

La resiembra se realiza en medio liquido en matraces de Erlenmeyer de 250 ml. Para
ello, 20 ml de cultivo finalizado se afiaden a 80 ml de medio tetrationato modificado

bajo las siguientes condiciones: agitacién orbital a 180 rpm y temperatura de 30 °C
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(mismo protocolo que en el apartado 3.4). Los cultivos asi sembrados muestran un pH
inicial de aproximadamente 2 y evoluciona hasta 1,3, una vez el tetrationato se ha
consumido por completo. El pH se mide al inicio y final de cada cultivo para comprobar
el buen desarrollo de cada resiembra. El tiempo medio de finalizacién es de 30 horas
en estas condiciones. Para asegurar indculos de iguales caracteristicas en cada ensayo,

la resiembra se realiza en torno a ese tiempo.

Se pretende conocer el tipo de microorganismos que hay en la cepa FNN una vez
adaptada a tiosales, es decir, si ha existido proliferacion de alguna especie
Acidithiobacillus presente en menor cantidad pero originaria en la FNN. Para ello, se

sigue el método de identificacién molecular descrito en el apartado 3.3 de esta tesis.

3.6.2. Estudio del efecto de la temperatura sobre la biooxidacion
discontinua de tiosales.

Para el estudio del efecto de la temperatura sobre la biooxidacidn de tiosales se utiliza
un reactor cilindrico (800 ml) con cuatro deflectores. Para cada ensayo, se anaden al
reactor 640 ml de medio tetrationato y 160 ml de indculo. El recipiente se encuentra
sumergido en un bafio con agua. La temperatura se controla a través de un
termostato. El liquido contenido dentro del reactor se mantiene agitado mediante un
agitador vertical con dos turbinas Rushton, con una separacién entre ellas de cuatro
centimetros. La velocidad de agitacion fue de 450 rpm. Para la aireacion del cultivo se
suministra aire a un caudal de 1 L/min a través de un difusor colocado en el fondo del

recipiente. Este esta conectado a un rotdmetro para el control del caudal de aire.

Desde el reactor se impulsa la muestra mediante una bomba peristaltica hasta un vaso
de 15 ml de capacidad donde se situa un electrodo de conductividad. El vaso se
encuentra agitado mediante agitacion magnética. La posicion del conductimetro es
ligeramente inferior al tubo de silicona que introduce el liquido en el vaso, para evitar
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posibles entradas de aire en el conductimetro y fallos en la sefial. El liquido sale del
vaso por inundacién y regresa al reactor. El conductimetro esta conectado a un
ordenador y mediante un sistema de adquisicion de datos (Labview 7.0) se registra de

manera continua en el tiempo, la conductividad y la temperatura (Fig. 9).
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Figura 9. Dispositivo experimental para la adquisicion de datos de conductividad en
continuo en cultivos provistos de saturacién de aire y a temperatura controlada.

Se estudia la biooxidacidn de tetrationato a las siguientes temperaturas: 5,0; 10,0;
15,0; 20,0; 25,0; 30,0; 32,5; 35,5; 37,5 y 40,0 °C. La concentracién de tetrationato se
correlaciona con la conductividad, segun la metodologia detallada en el apartado 4.4

de resultados.

3.7. Formacion de biopeliculas sobre diferentes soportes.

Se realizan cultivos en tubos de ensayo (3 ml) sobre 7 materiales de soporte
diferentes: silice, carbon activo, anillos mini de polipropileno, pirita, bolas de vidrio,

silicona y carbdn pirolitico. Los sustratos empleados son tiosulfato (1,5g/L 52032'),
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tetrationato (3,5 g/L S40¢>) y mezcla de ambos (0,25 g/L S,05% vy 3,5 g/L S40¢%)
contenido en las sales del medio tiosulfato, tetrationato y tiosulfato respectivamente
(2ml). Se realizan ensayos utilizando como indculo (1ml) la cepa FNN y manteniendo
las mismas caracteristicas anteriores pero con la cepa DPS. El método se basa en que
todos los azucares incluyendo los polisacaridos se deshidratan con acido sulfurico
concentrado formando furfurales o alguno de sus derivados, que a su vez condensan
con fenoles para dar compuestos de coloracidén naranja amarillento cuya intensidad se

mide espectrofotométricamente.

En la tabla 6 se muestra la superficie determinada para los distintos materiales
utilizados como soporte. El calculo del area se realiza seleccionando los materiales mas
parecidos en tamafio y forma (en particular, la silicona y la pirita) y efectuando una

media de cinco medidas.

Tabla 6. Superficie expuesta por cada material

Area

Material (mmz)
SILICE 186
CARBON ACTIVO 118
ANILLOS MINI PP 540
PIRITA 145
VIDRIO 121
SILICONA 212
CARBON PIROLITICO 245
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El crecimiento de los cultivos se sigue mediante el control del pH a lo largo del tiempo
de duracion de cada ensayo. Una vez finalizados los cultivos se retird el medio liquido y

se analizo el contenido en glucosa sobre los soportes segun el siguiente método:

Las particulas sdlidas se tratan con 2 ml de agua, 1 mL de fenol y 5 mL de acido
sulfdrico concentrado. Tras su agitacidon, se mantiene a 95°C durante 5 minutos en
bafio termostatizado y luego se enfria a 30°C en otro bafio. Una vez atemperado se

mide la transmitancia a la longitud de onda de 490 nm.

El mismo ataque se realiza sobre las particulas sélidas sin contacto previo con los

cultivos, para determinar si estos sélidos dan coloracion con el método empleado.

Con el fin de cuantificar el contenido en azlcares se construye una curva de calibrado
con disoluciones de glucosa en el rango de concentracién entre 0 y 100 ppm. Sobre 2
mL de estas disoluciones se adiciona 1mL de fenol al 5% y 5mL de acido sulfurico
concentrado. Se mide la transmitancia de los diferentes patrones a una longitud de

onda de 490 nm y se representa la absorbancia (A=-logT) frente a la concentracion.
Segun la ley de Beer:
A=ebc (60)

La absorbancia (A) es directamente proporcional a la concentracion (c, mol/L), al

coeficiente de extincién molar (g, M cm™) y al ancho de celda (b, cm).

El coeficiente de extincion molar determina la absorbancia de una sustancia a una

longitud de onda dada.
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3.8. Eliminacion de tiosulfato en presencia de cobre y dcido.

Como posible complemento al tratamiento bioldgico de mezclas complejas de tiosales

se ha estudiado la eliminacion previa de tiosulfato y sulfito por via quimica simple.

Todos estos ensayos se realizaron en matraces de Erlenmeyer de 250 mL de capacidad
con un volumen total de disolucién de 150 mL a 30 °C de temperatura y con agitacién
orbital de 180 rpm. Todo el material utilizado en estas pruebas fue esterilizado y las
disoluciones filtradas a través de filtros millipore, con el objeto de evitar la presencia
de microorganismos que falseen los resultados. En todas las pruebas realizadas se
analizdé la concentracion de los iones tiosulfato y sulfito a distintos tiempos de

reaccion, informacion que se presenta en el apartado 4.9. de este trabajo.

3.9. Ensayos para el establecimiento de una hipétesis de cambio
metabdlico.

La bibliografia informa que los microorganismos del género Acidithiobacillus pueden
catalizar la dismutacion de politionatos por via hidrolitica en condiciones carentes de
oxigeno dada por la siguiente reaccién (Suzuki, 1999):

2—- 2—- 2-
S,0;, +H,0— SO, +5+S5,0,” +2H" (22)
Esta reaccion implica una reduccion hasta azufre elemental y tiosulfato, una oxidacion
parcial del tetrationato hasta sulfato, y una menor generacién de acido respecto a la

reaccion de oxidacién completa del tetrationato dado por:

S,07 +7/20,+3H,0 — SO; +3H,S0, (44)
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El tiosulfato generado en la reaccidn (22) puede plantear otras reacciones secundarias,
como la dismutacion.

Este estudio tiene importancia en el funcionamiento de biorreactores conteniendo
politionatos y sembrado con Acidithiobacillus. La realizacidn esta justificada con los

hechos que se comentaran en el apartado de resultados.

3.9.1. Experimentacion.

Se realizaron dos ensayos en recipientes de 1L con tapdn roscado provisto de una
apertura lateral para la entrada de N, en este caso. Se afiaden 200 mL de inéculo FNN
activo (después de tres resiembras continuadas y satisfactorias) a 800 mL de medio
tetrationato modificado de manera que la disolucion contiene 3g/L de tetrationato
sintético. Uno de ellos se mantiene inactivo frente a la toma de muestra para el
posterior control del azufre generado. Se suministra una corriente de nitrégeno
durante 15 minutos para asegurarnos de que el oxigeno disuelto en el liquido ha sido
desplazado por moléculas de nitrogeno. Esto se repite cada vez que el recipiente es
abierto a la atmodsfera para la toma de muestra. Se toman muestras a diferentes
tiempos. Los dos matraces se mantienen en una cdmara a temperatura estable de

30 °C.

En cada muestra se mide pH y conductividad a 30 °C; se analizan politionatos totales
por el método acidimétrico; tiosulfato y sulfito por yodometria; sulfato, tiosulfato y
tetrationato por cromatografia idnica y el acido generado con hidréxido sddico 0,05 M
mediante valorador automatico (Radiometer analytical, TIM900; Autoburette ABU901)
conectado a un portatil para la adquisicion de datos a través del programa Labview
7.0. La cantidad de tritionato se predijo por diferencia entre politionatos totales y la

suma de los diferentes iones obtenidos por cromatografia ionica.
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3.9.2. Deteccion de azufre elemental.

Una vez que el cultivo ha finalizado, se filtra utilizando filtro de celulosa de 0,45 um de

tamafio de poro acoplado a una bomba de vacio. El filtro se introduce en un vaso de

precipitados de 50 ml y se afiade unos 2 ml de CS,. Una vez disuelto el contenido del

filtro y evaporado el disolvente, apararecen cristales de azufre coloidal de color

amarillo. El sélido es pesado en balanza de precision.

3.10. Bioreactores.

3.10.1. Descripcion del dispositivo experimental en continuo.

Bomba

2

Alimentacion

Salida
>

R
E
A
C
T
(0]
R

—

Entrada = — -
w, TR
Rotimetro &2 T 5,: -

Bomhba
de aire

Figura 10. Esquema del dispositivo experimental para operar en continuo

En la Fig. 10 se muestra un esquema del dispositivo experimental. La alimentacién se

encuentra contenida en una garrafa de 25 L de capacidad y es bombeada mediante

una bomba peristaltica de caudal variable de la marca Heidolph Pump Drive 5001 a la



Biooxidacidn de tiosales con microorganismos extremafilos Materiales y métodos

entrada del reactor. El licor saliente se dirige por accién de la gravedad a otra garrafa
de iguales caracteristicas que la de la alimentacion. El paso del liquido se realiza por
conductos de silicona. El aire se suministraba al reactor a través de una bomba siendo

el caudal de éste regulable con el rotdmetro de la marca Cole Parmer.

3.10.2. Caracterizacion del reactor.

Para los biorreactores 1 y 2, se dispone un reactor de lecho fijo inundado de 1 L de
capacidad de carcasa cilindrica de 17 cm de altura con un radio de 4,5 cm, con doble
entrada de aire, y una entrada de alimentacién en la parte inferior y salida de producto
por la parte superior. Las entradas y salida de fluidos en este reactor tienen lugar a
través de espitas atravesando la pared de 10 mm de didmetro interno en el caso de la
salida de producto y de 6 mm en el caso de las entradas de aire y alimentacién. El

reactor consta de dos partes diferenciadas:

- Piso 0: Donde tienen lugar las entradas de aire y alimentacion.

- Piso 1: Zona ocupada por el lecho y salida de producto mediante rebose.

En el interior del reactor se introducen al azar las particulas del material soporte que
conforman el lecho. Estas particulas estaban soportadas sobre una rejilla de plastico
gue a la vez servia de separacién entre el Piso 0 y el Piso 1. Para conocer la cantidad de
liqguido existente en cada uno de los dos pisos del reactor se controla la cantidad de
agua que ocupa cada uno de ellos. En primer lugar se llena el piso 0 hasta el enrase con
la rejilla que separa los dos pisos. La determinacidn se realiza por pesada y mediante la
densidad se calcula el volumen de dicho piso. Posteriormente se llena el piso 1 hasta
gue salga la primera gota de liquido por rebose de la parte superior del reactor. Se

determina asi que el volumen del piso 0 es de 0,300 L y el del piso 1 de 0,780 L.
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Finalmente, se mide el volumen que ocupa el aire en el reactor. Para ello, se afiade al
Piso 1 las particulas que constituiran el lecho junto con el agua destilada. A
continuacion, se hace pasar una corriente de aire a un caudal de flujo dado. En el
momento en el que cesa la salida de agua, el sistema ha alcanzado el estado
estacionario, y se puede determinar el volumen de aire que es el mismo que el
volumen de agua desplazada que ha salido del reactor.

En la Fig. 11 se observa el biorreactor utilizado donde se aprecian las entradas de aire y

alimentacion y la salida de liquido por rebose.

Figura 11. Reactor visto de frente (izquierda) y visto desde arriba (derecha)

Las caracteristicas dimensionales del biorreactor 3 son las siguientes:

- Diametro interno: 6,4 cm
- Altura total: 200 cm

- Piso cero: 7 cm

- Altura derelleno: 185 cm

- Altura columna liquido para rebose: 5 cm
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Masa de poliuretano: 80,3 g
Area seccion transversal del reactor: 32,17 cm?
Volumen ocupado por el lecho: 5951 cm?®

Volumen total: 6177 cm®

En la Fig. 12 se observa el biorreactor 3:

Figura 12. Biorreactor 3. Escala piloto

En el biorreactor 3, la alimentacién de aire se ha realizado mediante un equipo

constituido por compresor, manorreductor, valvula de aguja y rotdmetro. El caudal

de aire para los biorreactores 1y 2 es de 900 ml/min frente a los 400 mL/min del

biorreactor 3.
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3.10.3. Soporte para las biopeliculas.

En el biorreactor 1, el lecho esta constituido por particulas de arena silicea con
tamafios de particula comprendidos entre 6 y 8 mm. En los biorreactores 2 y 3, el lecho
fijo esta constituido por cubos de poliuretano de 1 cm de arista; la densidad de la

espuma es de 25 kg/m°.

El poliuretano muestra unas caracteristicas atractivas para ser utilizado como soporte.
En primer lugar es resistente a los acidos y puede ser reutilizable: en el caso de otros
materiales, como la arena silicea, la limpieza y el desalojo del reactor es mucho mas
laborioso. Ademas, destaca su disponibilidad, su bajo precio, la variedad de densidades
que se comercializan y la facilidad para conseguir particulas de dimensiones
cualesquiera. En la Fig. 13 se muestra el aspecto de la arena silicea utilizada como

soporte en el biorreactor 1y de la espuma de poliuretano en los biorreactores 2 y 3.

Figura 13. Arena silicea y espuma de poliuretano utilizada como soporte.

3.10.4. Lavado del material soporte.

Tanto la arena silicea como las espumas deben curarse previamente en una disolucién
de acido sulfurico 1 N (pH de aproximadamente 1,25) para eliminar posibles impurezas
(como por ejemplo restos alcalinos que pueden consumir acido durante la operacién
en el reactor), y a continuacion se lava con abundante agua hasta eliminar el acido del
material. Una vez caracterizado el reactor debe secarse el material que se utiliza como
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soporte para perder el agua contenida, sobre todo en el caso de la espuma de

poliuretano por su gran capacidad de adsorcion.

3.10.5. Carga de Bioreactores.

Para la carga inicial de la biopelicula ferrooxidante en el bioreactor 1, se utiliza el

protocolo de tres etapas:

Impregnacidn: el inéculo FNN-9k, el medio de cultivo con 8 g/L en Fe™ y la arena silicea
entran en contacto en el reactor. El paso de aire se abre en el sistema. La relacion de

volumenes inéculo/medio liquido es 1:4.

Recirculacion: Agotado el sustrato en la etapa anterior, se aporta mas sustrato al
reactor mediante alimentacion desde un depdsito fuente de sustrato externo
conectado en recirculacion con el reactor. La relacién de volumenes reactor/depdsito

es de 1:4.

Continuo: Agotado el sustrato en la etapa anterior, se abre el circuito comenzando la

operacion en continuo.

Para la carga inicial del biorreactor 2, se utiliza un protocolo basado en utilizar los
cubos como indculos de ensayos en discontinuo. Estos ensayos se realizan en estatico
para obligar a la colonizacién del interior del material. Después de tres resiembras
consecutivas, se extraen los cubos del cultivo en discontinuo, se drena por gravedad la
fase liquida que retienen y se introducen en el biorreactor conformando el lecho fijo.
Se afiade solucion con tiosales exenta de tiosulfato (1,8 g/L) y se mantiene la aireacion
sin alimentacién de liquido durante 48 horas. A continuacion se pone en continuo con

DP1 tratado (4,4 g/L de tiosales).

Para la carga inicial del biorreactor 3, se introducen 4 litros de indculo reciente y se
pone en recirculacién con un depdsito que contiene 8 litros de DP1 con 2,88 g/L de

tiosales exento de tiosulfato, a un caudal de 240 mL/h. A las 70 horas, el contenido en
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tiosales del depdsito de recirculacion es de 0,96 g/L y a la salida del reactor, de 0,07
g/L. Para decidir la puesta en marcha a continuo se procede a medir la productividad
puntual y media del sistema. Puesto que la primera es de 215 mg/h y la segunda
ligeramente superior, 218 mg/h, se decide comenzar la operaciéon en continuo.

El proceso de carga ha durado tres dias.

3.10.6. Analisis

Para el control de biorreactores se analiza tiosales totales, caudal, pH y conductividad
a la entrada y a la salida. Ademas se realiza medidas de tiosales, pH y conductividad al
volumen acumulado de liquido durante todo el tiempo que ha estado en continuo el

reactor.

Se realizan medidas de conductividad a la salida, conectando la sefial del electrodo a
un sistema de adquisicion de datos en continuo, con el objetivo de controlar las

tiosales a la salida del reactor.

Se limpian las entradas de liquido y aire mediante inyeccion de agua a presién de
forma periddica y se controlan ambos caudales (liquido y aire) durante todos los dias

en los que ha estado en marcha el reactor.

3.10.7. Ensayo de distribucion del tiempo medio de residencia, DTR.

En el biorreactor 3, previo a la carga y la operacion en continuo, se realiza una
determinaciéon del modelo de flujo en el biorreactor mediante ensayos de distribucién
de tiempos de residencia (DTR) por el método del impulso. Se define tg como el tiempo
gue permanece un elemento de fluido en el interior del biorreactor y DTR, la

distribucidn de tiempos en la corriente de fluido que sale del reactor.
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La funcion distribuciéon de tiempo de residencia E(t) se define como la funcidon de
distribucién de los tiempos de permanencia de los elementos del fluido en el interior
del biorreactor. Tiene dimensiones de frecuencia, T*. Es una funcién de distribucién

normalizada; es decir, cuando se representa E(t) frente a t, el drea total bajo la curva
vale 1; J:E(r)dr =1
En la caracterizacion del flujo en biorreactores reales se suelen utilizar tres momentos
de la funcién de distribucion de tiempos de residencia E(t):

e Eltiempo medio de residencia.

® Lavarianza.

e FElsesgo.

El primer momento de la distribucidén de tiempos de residencia es el tiempo medio de
residencia ¢ . Es el tiempo medio que los elementos del fluido han permanecido en el

interior del biorreactor, y viene dado por el valor medio de la distribucién:
i=[ rE@d

Coincide con el tiempo espacial cuando se manejan fluidos de densidad constante.

El segundo momento es la amplitud de la distribucién, que frecuentemente se mide

mediante la varianza (6%) o cuadrado de la desviacién estdndar, y que se define como
2 > N2
o’ = [ (-1 Ewdt

La varianza representa el cuadrado de la amplitud de la distribucion y sus dimensiones

son T2

La relacion entre varianzas referidas al tiempo y al tiempo adimensional es:

02—62
0 — 2
72
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La magnitud del sesgo mide la extensidon en que una distribucidon se desvia en una

direccion u otra con respecto al valor medio, y se define como:

L [—yE@t

S3: 3
o

El sesgo es el grado de asimetria de una distribucién. Las curvas sesgadas a la izquierda
0 con sesgo negativo presentan una cola a la izquierda del tiempo medio de residencia.

Las curvas sesgadas a la derecha o con sesgo positivo presentan una cola a la derecha.

Los ensayos de entrada en impulso del trazador consisten en inyectar sibitamente una
cantidad del trazador (No) en la corriente de entrada del biorreactor. A la salida se
mide la concentracion del trazador como funcién del tiempo. La curva concentracion-

tiempo que se obtiene se denomina curva C.

La cantidad de trazador, AN, que abandona el reactor en el intervalo de tiempo

existente entre t y t+At es
AN = C(t)vAt
donde v es flujo volumétrico del efluente.

En otras palabras, se puede decir que, AN es la cantidad de material que ha

permanecido en el biorreactor un tiempo comprendido entre t y t +At.

Si se divide AN por la cantidad total de material inyectado en el reactor (Ng) se obtiene

la fraccion de material que ha tenido un tiempo de residencia entre t y t+At.

AN _ C(t)v

At

Ny Ny

Es decir,

AN
— = E(t)At
N ()

0

Entonces
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C()v

E(t)=

0

Si no se conoce directamente el valor de No, o si se quiere comprobar que todo el
trazador ha salido del reactor, se puede calcular a partir de la medida de la

concentracion a la salida, sumando todos los AN entre el tiempot=0yt= o
dN =vC(t)dt
N, = [ vCwdi

Como el flujo volumétrico es constante

C(t)v _ C(t)v _ (3]
N, v'[:C(t)dt '[:C(t)dt

E@n) = (61)

Se tiene la expresién de la funcion E(t) como el cociente de la concentracion del

trazador C(t) y la integral de C(t)dt, la cual viene dada por el area bajo la curva C.

La funcidn de distribucién de tiempo de residencia acumulativa F(t) se define como la
fraccion de la corriente de salida que ha permanecido en el reactor un tiempo
comprendido entre 0 y t. Representa también la probabilidad de que un elemento de
fluido que entrd en el reactor a tiempo t = 0 haya salido del reactor en un tiempo t o

inferior a t. Puesto que se define como una fraccién, no tiene dimensiones.
Ademas,

F(0) = 0, ningln fluido (de edad 0) sale del reactor antesdet=0

F(>=)=1, todo el fluido sale del reactor entre t =0 e infinito.

F(t) y E(t) estan relacionadas.
F(t)= jo E(t)dt

dF(t
ComoE(t) = % E(t) se puede obtener calculando la pendiente en cada punto de la

curva F(t).
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5. Conclusiones.

1. Una biopelicula ferrooxidante se transforma en sulfooxidante por simple cambio

del medio que aporta el sustrato energético.

2. A partir, tanto de una cepa ferrooxidante propia como de aguas industriales
conteniendo tiosales, se han obtenido cepas activas sulfooxidantes con excelentes

propiedades cinéticas.

3. Se confirma que la biooxidacidon del tiosulfato, tanto por la cepa inicialmente
ferrooxidante como por la cepa autdctona, da lugar a la formacién de tetrationato
que, posteriormente, es oxidado a sulfato. Ambos sustratos coexisten en el medio

y la oxidacion del tiosulfato es preferencial.

4. Cualquiera de las dos cepas ensayadas en la biooxidacién en discontinuo de aguas
conteniendo mezclas de tiosulfato y tetrationato, muestran efectos inhibitorios si
el pH del medio desciende a valores préximos a 2 cuando aun no se ha agotado el

tiosulfato.

5. La biooxidacidon de las tiosales es factible. Para mantener una cinética favorable en
este proceso es necesario evitar la coexistencia de tiosulfato, politionatos,
microorganismos y pH<2,5. Cuando se dan todas estas circunstancias, la compleja
guimica del sistema actua contra el proceso induciendo un drastico descenso de la

velocidad.

6. La biooxidacion de aguas reales de planta conteniendo tiosales requiere la

eliminacion previa del tiosulfato, en caso de estar presente.

7. Se ha ensayado con éxito la eliminacion de tiosulfato mediante la dismutacién en

medio acido y en presencia de Cu(ll), siendo el pH la variable mas influyente.
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8.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Se ha desarrollado, con éxito, un método indirecto para la determinacién de
tiosales basado en medidas de conductividad. Dicho método puede ser aplicado en

el control en linea de la biooxidacion en continuo.

Se ha modificado un método de determinacién de polisacdridos y se ha aplicado a
la deteccidon de biopeliculas. Cada cepa ensayada ha mostrado capacidad para

formar biopeliculas sobre una amplia variedad de soportes sdlidos.

La temperatura 6ptima de biooxidacion en discontinuo es de 34°C. A 40°C la

actividad bioldgica de las cepas utilizadas cesa por completo.

Un biorreactor de pelicula bacteriana soportada ha permitido la biooxidacién de
tiosales en continuo. No existen referencias bibliograficas que informen de algo

similar.

Existe una relacion lineal entre el flujo masico de tiosales a la entrada del reactory
la velocidad de biooxidacién del mismo. En las condiciones ensayadas, el proceso

se encuentra limitado por la concentracion de tiosales.

La introduccién de 100 ppm de tiosulfato en el biorreactor reduce la velocidad de
biooxidacién en continuo un 85% de forma inmediata. Este efecto parece ser

irreversible.

La espuma de poliuretano ha mostrado una excelente capacidad para albergar
biopeliculas y de forma rapida.

La ausencia de oxigeno induce a los microorganismos a la utilizacion de una ruta
metabdlica alternativa, pasando de la ruta oxidativa a la hidrolitica. La restitucion
de la entrada de aire no consigue, por si sola, la recuperacion del reactor.

Se ha establecido un protocolo de limpieza y recuperacién en biorreactores que
permite, en pocos dias, restaurar el funcionamiento normal. El protocolo es simple,

barato y facil de ejecutar.
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17. Se propone un nuevo mecanismo que explica la ruta hidrolitica con tiosulfato,
sulfito, y tritionato como productos intermedios y sulfato y azufre elemental como

productos finales.

18. La principal garantia para una operacién estable de la biooxidacidn en continuo de
tiosales reside en evitar la entrada de tiosulfato y asegurar un suministro

ininterrumpido de aire al sistema.
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