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Resumen 

Resumen 

Los fenoles son tóxicos considerados carcinógenos, mutagénicos y bioacumulables en sistemas 

biológicos, comúnmente encontrados a altas concentraciones en efluentes industriales, 

contaminando cuerpos de agua de abastecimiento humano. Es necesario desarrollar una 

tecnología adecuada y capaz de eliminar las altas concentraciones de estos tóxicos. 

En el presente trabajo se inmovilizó la bacteria Pseudomonas fluorescens previamente 

identificada y evaluada como biodegradadora de compuestos fenólicos. La inmovilización por 

adsorción se realizó en materiales como el tezontle, la arena y el carbón activado y por 

atrapamiento en una matriz polimérica de alginato de calcio. Se realizó la caracterización 

fisicoquímica y la determinación de la capacidad de inmovilización de células en los soportes 

utilizados y se evaluaron las actividades de biodegradación de los biocatalizadores con mejores 

características en la biodegradación de fenol (tezontle, carbón activado y alginato de calcio), por 

medio de un sistema de columna empacada de biocatalizador. 

Se realizaron comparaciones de las características evaluadas y el costo de fabricación de los 

biocatalizadores, demostrando que el tezontle posee las mejores características de resistencia al 

presentar baja solubilidad en soluciones ácidas y básicas de 3.23% y 1.36% respectivamente, una 

alta porosidad (de 65%), una alta capacidad de inmovilización de bacterias (de 1.39 Unidades 

Formadoras de Colonias por gramo de material) y una capacidad máxima de adsorción de 

fenoles del 8%. 

Además, presentó un costo de 0.15 dólares/kg de material; por lo que se eligió para posteriores 

pruebas. Se montó un sistema de columna empacada con biocatalizador de tezontle para la 

realización de pruebas de biodegradación de fenol, 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol y 2,4,6-

triclorofenol a través de 16 experiencias, en las que se evaluó el efecto del tipo y concentración 

del tóxico, temperatura de operación, pH de la solución y nivel de oxígeno disuelto sobre la 

actividad del sistema. 
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Resumen 

Por medio de la determinación de los tiempos y porcentajes de biodegradación de los fenoles, 

además de la cuantificación de la biomasa en el biocatalizador, se determinaron las actividades 

del catalizador correspondientes. 

El sistema empacado con tezontle mostró altas eficiencias de biodegradación de compuestos 

fenólicos, aún en condiciones no controladas de temperatura, pH y nivel de oxígeno disuelto para 

altas concentraciones de fenoles. Se lograron biodegradaciones de hasta 500 mg/L de 

clorofenoles y 1000 mg/L de fenol. Se alcanzaron mayores niveles de biodegradación bajo 

condiciones controladas, (temperaturas cercanas a 35 °C, pH ligéramente básico entre 7 y 8, y un 

nivel de oxígeno disuelto cercano al de saturación). El sistema de columna empacada tuvo 

actividades en la biodegradación de 100 mg/L de 2-clorofenol de 119.59 mg/L día, mientras que 

para una operación a 35 °C la actividad fue de 265.98 mg/L día. Para una operación a pH=8 se 

alcanzó una actividad de 185.96 mg/L día y para solución con una concentración inicial de 

oxígeno disuelto de 7.70 mg/L cercana a la saturación se observó una actividad de 192.16 mg/L 

día. 

El trabajo realizado propone un sistema de tratamiento para efluentes tóxicos, que se recomienda 

usar en las industrias cuyos efluentes contengan fenoles a altas concentraciones para evitar la 

contaminación por descarga a los cuerpos de agua de abastecimiento humano. Los resultados 

reportados contribuyen al conocimiento un sistema de eliminación de tóxicos que puede ser 

aplicado a los efluentes de diversas industrias mexicanas. 
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Capitulo I 	 Introducción 

1. Introducción 

La contaminación del agua por tóxicos es un problema urgente de remediar. La inmoderada 

descarga de sustancias tóxicas en cuerpos de agua y el efecto que éstas producen ha llevado 

a realizar estudios para lograr el desarrollo de tecnologías capaces de aminorar este 

problema. 

Algunas industrias producen aguas residuales con alto contenido de fenol y clorofenoles 

como la de fabricación de pulpa de papel, la de preservación de maderas, la industria del 

hierro y acero, la de refinación del petróleo y la petroquímica básica, entre otras que 

representan un sector importante de producción en el país. 

Dentro de las tecnologías recientemente desarrolladas para degradar dichas substancias 

tóxicas está la utilización de microorganismos inmovilizados ya sea por atrapamiento o 

adsorción. Existe una amplia gama de sistemas que han demostrado altas eficiencias para la 

eliminación de tóxicos. Este tipo de sistemas están basados en mantener a los 

microorganismos sobre una superficie, obteniendo ventajas sobre algunos sistemas 

convencionales. 

Es importante la eliminación de fenol y clorofenoles como contaminantes de agua 

considerados como tóxicos prioritarios enumerados para EPA y nombrados como tóxicos 

orgánicos en la Norma Oficial Mexicana, generalmente presentes en diversas zonas 

mexicanas, como es reportado por Jiménez y Ramos (1995) donde son señalados los fenoles 

como parámetros problema en las regiones hidrológicas de Coatzacoalcos y Grijalva-

Usumacinta en ambas con niveles de 9 mg/L para agua de abastecimiento humano en 

cuerpos superficiales, lo que se atribuye a las descargas industriales con altas 

concentraciones de fenoles. 

Dentro de los métodos fisicoquímicos reportados para la eliminación de fenoles y 

clorofenoles en agua tenemos la filtración por membranas, la oxidación química y 



Capitulo 1 	 Introducción 

fotocatalítica, la coagulación química, y la adsorción; dentro de los sistemas de tratamiento 

biológico convencionales están las lagunas aeradas, lodos activados, filtros rociadores, 

reactores aerobios, anaerobios y anóxicos. 

Una alternativa desarrollada en la década pasada y en la presente son los sistemas de células 

inmovilizadas, en los cuales se han realizado estudios con diversos microorganismos para la 

biodegradación de un gran número de tóxicos. Dichos sistemas han presentado altas 

eficiencias trabajando con altas concentraciones de los tóxicos, mostrando ventajas sobre los 

sistemas convencionales. 

En los trabajos reportados, la inmovilización se ha realizado con una gran variedad de 

microorganismos sobre una enorme diversidad de materiales de origen orgánico e 

inorgánico, siendo dificil comparar la efectividad de los sistemas entre si. 

Recomienda Klein y Ziehr (1990) para la evaluación y caracterización de los 

biocatalizadores realizarse en base a criterios como: a) Carga biomásica de inmovilización, 

b) Capacidad de retención de biomasa y fuerza de adhesión, c) Actividad de biodegradación, 

d) Estabilidad operacional. 

En el presente trabajo se comparan cuatro materiales (arena. tezontle. carbón y alginato de 

calcio) como soportes para inmovilización de la bacteria Pseudomonas fluorescens. Se 

determinaron sus propiedades fisicoquímicas, capacidad de inmovilización y el 

comportamiento de un sistema de columna empacada con biocatalizador a la variación de 

parámetros como la concentración y tipo de tóxico fenólico, temperatura. pH y nivel de 

oxigeno disuelto. 

Mediante la evaluación de estas propiedades se puede recomendar y elegir el biocatalízador 

adecuado para ciertas condiciones de operación en la eliminación de fenoles de efluentes con 

altas concentraciones de fenoles. 
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2. Antecedentes 

2.1. Toxicidad y legislación 

Se define a un tóxico como aquella sustancia capaz de producir un efecto(s) nocivo en un 

sistema biológico, dado a sus funciones o la muerte. 

Los elementos necesarios para producir toxicidad son: 

a) El agente fisico o químico capaz de producir el efecto. 

b) El sistema biológico con el cual el agente pueda interactuar. 

c) Un medio que permita interactuar al agente con el organismo y producir el efecto 

nocivo. 

La cantidad de sustancia absorbida es uno de los factores importantes que determinan la 

intensidad del efecto tóxico. 

2.1.1. Tóxicidad de fenoles 

Dentro de los tóxicos cosiderados como prioritarios en agua mediante criterios de 

evaluación como: Carcinogenicidad, mutagenicidad, teratogenicidad. bioacumulación y 

persistencia en sistemas biológicos; han sido reportados un listado de tóxicos en agua por la 

Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (EPA) y por la Comisión 

Internacional para la Protección del Río Rhin contra la Polución (CIPR), donde se 

encuentran los compuestos fenólicos. 

En el presente trabajo se utilizaron compuestos fenólicos. algunos de los que son 

enumerados como tóxicos prioritarios en agua por la Agencia de Protección Ambiental de 

los Estados Unidos (EPA) en la Tabla 1. Adicionalmente, en la Tabla 2, se muestran las 

concentraciones límites de tóxicidad y clasificaciones que reciben los fenoles. 
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Tabla 1 Fenoles que forman parte de los Tóxicos Prioritarios por la Agencia para la 
Protección Ambiental (EPA) en Agua 

Fuente: (Thomann y Salas 1991) 

Fenol 
2-clorofenol 

2,4-diclorofenol 
2,4,6-triclorofenol 

Pentaclorofenol 
2-nitrofenol 
4-nitrofenol 

2,4-dinitrofenol 
p-Cloro-m-Cresol 

4,6-dinitro-o-Cresol 
2,4-dimetil fenol 

Tabla 2 Límites de toxicidad y clasificaciones de los fenoles 

Fuentes: (García. 1992) y (Richardson. 1992) 

Nombre Limitas Mídanos Permitidos pare la vida (mi) Clasificación 

(EPA) 
filoacumuladón Illotramformadón 

Agua dulce Agua Salada Salud Humana 

Fenol 10200(114)  

256016"5")  

5800(culni")  3500 Desecho y 

Substancia 

peligrosa 

No Si 

2-clorofenol 4380' - 0.1 

Desecho 
peligroso Inc Inc 

2,4-diclorofenol 20201'4)  

365("óni")  

- 0.3 Desecho 
peligroso 

Inc Si 

2,4,6-triclorofenol 970(nárueo . 12 Carcerigeno 
potencial 

Substancia y 
Desecho 
peligroso 

Inc Si 

utas: 	(crónica), . produce daños graves a la salud en largo plazo de exposición. 
(aguda), produce daños graves a la salud, provocando daños irreversibles que ponen en riesgo la vida 
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2.1.2. Propiedades, usos y niveles de toxicidad de fenol y clorofenoles. 

El fenol, el 2-clorofenol, el 2,4-diclorofenol y el 2,4,6-triclorofenol son fenoles considerados 

como tóxicos prioritarios. A continuación, en las Tablas 3, 4 y 5 se presentan algunas de sus 

propiedades, usos y características físicas y químicas. 

Tabla 3 Nombres y características de fenoles 

Fuentes: (García, 1992) (Richardson, 1992) 

Nombre Fórmula 

Empírica 

Fórmula 

Estructural 

Peso 
Molecular 
(g/gmol) 

Otros 

Nombres 

Fenol C6H60 
O 

III 
94,11 

Hidroxibenceno 

Ácido fenólico 

N1onohidroxibenceno 

2-clorofenol 
C6H5OCI 

OH 

(10 

ci 
128.56 

2-cloro- l-hidroxibenceno 

2-orto-clorofenol 

2A,-diclorofenol 
C6H40C12  

OH 

Ojo 

ce 

163  

2,4-DCP 

1-hidroxi-2,4-diclorobenceno 

2.4,6-triclorofenol 
C6H3OCI 

OH 

CI lio  

ci 

CI 

197.47 

2,4,6-TCD 

Dowicide 25' 

2,4,6-triclorohidroxibenceno 
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Tabla 4 Propiedades físicas de fenol y clorofenoles 

Fuente: (García, 1992), (Richardson, 1992) 

Nombre P. Fusión 
(°C) 

P. Ebullición 
(°C) 

Solubilidad II20 
20°C (mg/I) 

Edo. Físico 
a 20°C 

coeficiente de partición 

LOG octano' / agua 

Fenol 41 182 93000 sólido blanco 

cristalino 

1.46 

2-clorofenol 9 175 28500 líquido 2.15 

2,4-diclorofenol 45 210 4500 sólido cristalino 2.75 

2,4,6-tridorofenol 

, 	 — 

68 248 800 sólido cristalino 

hojuelas amarillas 

3.69 

Tabla 5 Usos de los fenoles 

Fuente: (Gacia.1992), (Rich adula, 1992) y (SEPA -base de datas tóxicos 1994) 

Nombre Usos  

Utilización en los procesos de fabricación de: 

Clasificación 

DOT 

Fenol Explosivas fatilizantes, pinturas, ranovetionz de pinturas, 

asbesto, (=senador de madera. resinas sintaicas. tenla. 

caucho, perfumes. jabón. plásticos. papel y desinfectante. 

Veneno B 

2-clorofenol Obtinciai de colorantes. en síntesis orgánica. e 

2,4-diclorofenol Síntesis orgánica. _ 

2,4,6-triclorofenol obialcián de palleclorofenol. Se usa diretuanane corno germicida. 

bactericida, conservador de madera y defoliante. 

ORM-A 

Nasas: DOT: Designación del Ihpartainaito de transporte de los Estados Unidos de América para materiales peligrosos 
Vausio B: Sustancia peligrosa de rápida combustión 

: La aiqucta debe tima el símbolo de vamos() y peligroso 
ORM-A: Substancia tancuesico. intuiste. nocivo. tóxico. en otra propiedad similar), que puede causar malestar a los pasajeros 5 

tripulantes durarte la transportación en caso de prestntarse alguna higa 
Si: Si exilia reportia e información que lo fundammtan. 
No: No existe informaciat directa que lo fundarnane 
Ine: No exile informad' suliciane que lo fundamente 
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Se han reconocido un gran número de sustancias tóxicas en la descarga de aguas de uso 

industrial y doméstico, dentro de las cuales están presentes el fenol y algunos mono, di y 

triclorofenoles; por lo que se ha restringido la concentración máxima permisible en la 

descarga a cuerpos receptores de agua. Los fenoles son tóxicos orgánicos normados en la 

Norma Oficial Mexicana en Materia de Protección Ambiental (18 de octubre de 1993), 

listados en su Anexo A. En la Tabla 7 se nombran con la numeración citada en norma. 

Tabla 7 Tóxicos orgánicos (fenoles) normados 
Norma Oficial Mexicana de Protección Ambiental 

Numeración contenida 	 Tóxico 
en el anexo A 

13 	 Fenol 

34 	 2,4,6-triclorofenol 

35 	 para-Cloro-meta-Cresol 

36 	 2-clorofenol 

37 	 Pentaclorofenol 

38 	 2,4-diclorofenol 

Los fenoles dorados y el fenol son normados como fenoles totales con valores numéricos 

para descarga de aguas residuales a cuerpos receptores. Estos valores están dados por la 

Norma Oficial Mexicana para la Calidad del Agua como se muestran en la Tabla 8. 

Tabla 8 Parámetros límites de fenoles para su descarga 

Norma Oficial Mexicana 

Norma oficial Mexicana Parámetro Límite máximo permisible Fenoles (mg/L) 
para descarga de aguas residuales a cuerpos receptores 

Promedio Diario 	Instantáneo 
NOM-002-ECOL-1993 0.5 0.75 
NOM-003-ECOL-1993. 0.5 0.75 
NOM-005-ECOL-1993 0.5 0.75 
NOM-0l3-ECOL-1993 0.5 0.75 
NOM-014-ECOL-1993 0.1 0.20 
NOM-019-ECOL-1993 0.1 0.20 
NOM-031-ECOL-1993 5 10 
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2.2. Sistemas de tratamiento de tóxicos 

Se han reportado en la literatura diversos métodos para la eliminación de fenol y 

clorofenoles en agua. Entre las alternativas, están los métodos fisicoquímicos y los métodos 

biológicos tradicionales de biodegradación, además de sistemas novedosos como son los de 

uso de microorganismos inmovilizados. 

2.2.1.Sistemas fisicoquímicos y sistemas biológicos convencionales. 

Dentro de los sistemas fisicoquímicos reportados para la eliminación de fenol y clorofenoles 

podemos citar el arrastre por vapor (Mann, 1984), la oxidación química (Leitis, 1983), la 

oxidación con aire húmedo, (Randall, 1980; Rappe, 1986; Keen, 1985), la oxidación 

fotocatalítica (Tseng y Haung, 1991), la polimerización y precipitación catalizada 

enzimáticamente (Nicell, 1992), la coagulación química (Alemark, 1991), la adsorción en 

carbón activado (Dimadopoulos, 1992) y la ozonólisis (Chia-Yuan, 1994). Muchos de estos 

procesos presentan altas eficiencias, pero altos costos de operación. 

Dentro de los sistemas biológicos convencionales que se han reportado para la 

biodegradación de fenol y clorofenoles; están las lagunas aeradas, los lodos activados, los 

reactores de lecho fluidificado, los reactores anaerobios y anóxicos. Algunos ejemplos de 

estos sistemas son mostrados en la Tabla 9. Las desventajas que presentan los sistemas 

convencionales en la eliminación de tóxicos son: 

a) Las concentraciones máximas permisibles del tóxico a eliminar, tienen efecto de 

inhibición. 

b) Generación de alta cantidad de lodos residuales que contienen el tóxico en 

grandes concentraciones. 

c) En el tratamiento de convencional, los microorganismos presentan periodos de 

adaptación prolongados 

d) Existe baja especificidad por compuestos de interés frente a otras fuentes de 

carbón de más fácil degradación. 
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e) Dificil manejo de los microorganismos. 

Tabla 9 Sistemas biológicos convencionales para la eliminación de fenol y clorofenoles 

~arpillamos Tóxica Degradado Tipo de Sistema empleado Referencia 

Microorganismos 

aislados de lodos 

2,4-diclorofenol 

2,6-diclorofenol 

3,5-diclorofenol 

 Reactor de lecho 

fluidificado 

Puhakka, (1991) 

Microorganismos 

aislados de lodos 

Fenol 

Pentaclorofenol 

Frascos agitados Mueller, (1991) 

Microorganismos 

provenientes de lodos 

activados 

2,4,6-triclorofenol 

2,3,4,6-tetraclorofen. 

Pentaclorofenol 

Reactor de lecho 

fluidificado Puhakka (1992) 

Microorganismos 

aislados de lodos 

Pentaciorofenol 

Reactor continuo agitado 

(Fil! & Draw) Jacobsen. (1991) 

Microorganismos de 

estuario y 

microorganismos de un 

bioreactor 

2-clorofenol 

3-clorofenol 

4-clorofenol 

2,4-diclorofenol 

Sistema por lote 

(Matraz) 

.._ 

Haggblom y Young 

(1990) 

Microorganismos varios clorofenoles Reactor de lecho 

fluidificado 

Hakulinen y salknoja 

(1984) 

Microorganismos de 170 

muestras de tierra 

Triclorofenoles 

Tetraclorofenoles 

Pentaclorofenol 

Sistema por lote 

(Matraz) Kiyohara. (1989) 

Bacterias no 

especificadas 

Fenol Reactor de flujo mixto Chang y Rittman (1988) 

Cultivo puro de bacterias Fenol Columna de lecho 

empacado 

Chang y Rittman (1986) 

Microorganismos 

aislados de un lodo 

granular 

2,3,6-triclorofenol 2,4.6- 

triclorofenol 3,5- 

diclorofenol 

Reactor Batch 

Mohn y Kennedy (1992) 
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2.2.2. Sistemas inmovilizados. 

Actualmente se han desarrollado nuevas tecnologías para la biodegradación de tóxicos, 

como son los sistemas de microorganismos inmovilizados en distintos tipos de soportes, que 

pesar de haber sido poco estudiados, muestran altas eficiencias aun en altas concentraciones 

de los tóxicos. En la Tabla 10 se muestran algunos sistemas de microorganismos 

inmovilizados reportados y su modo de operación para biodegradación de fenol y 

clorofenoles. 

Los sistemas inmovilizados, en relación con los sistemas libres tienen las siguientes 

características: 

Ventajas de los sistemas libres son: 

a) Bajo costo de operación 

b) Fácil preparación del sistema para la operación 

c) No presentan problemas importantes de transferencia de masa 

Se pueden obtener sistemas de biocatalizadores con altas actividades que pueden ser 

mantenidas hasta por meses, teniendo la posibilidad de ser almacenados, conservando su 

actividad, además de lograr biodegradaciones importantes de tóxicos a bajas y altas 

concentraciones. 

Los sistemas de inmovilización de células han sido estudiados y comparados como 

alternativa en muchos procesos biotecnológicos (Durand y Navarro, 1978; Klein y Wagner. 

1978.1988; Kolot, 1981; Fukui y Tanaka, 1982; Vorlop y Kenin, 1983; Rosevear, 1984: 

Phillips y Poon, 1988) en diferentes áreas, obteniendo grandes perspectivas de uso y 

desarrollo. 
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Tabla 10 Sistemas inmovilizados para la biodegradación de fenoles 

Microorganismo TáakG 

(sustrato) 

Sistema y modo de 

operación 

Referencia 

ilicaligenes sp. A 7-2 4-clorofenol Columna empacada, batch 

semicontinuo y continuo. 

Balfanz y Rehm (1991) 

Phanenocaete chysaspoñum 

(BKI144-1767) 

Pentaclorofenol Sistema batch 

Matraz 

Lin, (1990) 

Pseudomonas pulida 

(PPG4) 

Pool 

4-clorofenol 

Reactor agitado continuo y 

semicontinuo 

Sáez (1992) 

Pseudamona pulida Fenol 

Clorofenoles 

Fennentador batch Dapaah y Hill (1992) 

Pseudomonas pulida 4-clorofenoi Reactor batch Sáez y Rittman (1991) 

Pseudamona pulida p8 Fenol Reactor de lecho 

fluidificado, continuo 

Bettman y Rhem (1985) 

Pseudomona putida p8 Fenol Air-lié continuo y 

semicontinuo 

Ehrardt y Rehm (1989) 

Fusariumflocciferum Fenol Reactor mezclado Anselmo (1992) 

Crypiococcus elinovii Hl y 

Pseudomona pulida p8 

Fenol Columna empacada, 

continuo 

Morsen Rehm (1990) 

Alethanospirillum hungatei Fenol Matraz agitado Knoll y Winter (1989) 

Pseudomona sp RA2 3,4-diclorofenol 2.3,5,6- 

Tetraclorofenol 

Pentaclorofenol 

Matraz agitado, batch Ibarra y Rodriguez (1993) 

Cundido sp. y Psudomonas 

sp. 

Fenol Reactor loop Ehrhard y Rehm (1995) 

Alcaligenes sp. A7-2 4-clorofenol Columna empacada . 

continuo 

Westmeir y Rehm (1987) 

Esehena coli K12, 

Pseudomona pulida p8, 

Staphylocaccus aureus No. 

257 

Fenol Matraz agitado, 	batch Kewelon. (1989) 

Pseudomona pulula Fenol Fermentador agitado cultivo 

continuo 

Allsop, (1993) 

P.seudomona !ticket ii 2,4,6-Triclorofenol Matraz agitado Kiyohara, (1992) 

Rhodococcus 

chlorophenollems 

Clorofenoles Matraz Haggblom. (1988) 
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2.2.3. Tipos de inmovilización. 

La inmovilización es el proceso por el cual una célula, microorganismo o enzima se 

transfiere de un estado soluble móvil a un estado inmóvil o confinado. Para Klein y Ziehr 

(1990) la inmovilización puede llevarse a cabo mediante dos procedimientos que son los 

siguientes: 

a) Atrapamiento de microorganismos en polímeros o microencapsulados 

b) Adsorción en soportes porosos 

Estas técnicas se muestran en la Figura 1. 

CÉLULAS INMOVILIZADAS 

ATRAPAMIENTO ADSORCIÓN 

• -0 

S- 0 

Figura 1 Tipos de inmovilización 

Cuando las bacterias son inmovilizadas por adsorción, la retención de células se lleva a cabo 

por las fuerzas de Van der Waals, interacciones iónicas o covalentes. 

Este tipo de proceso se puede dividir en varias etapas según (Marshall. 1971: Characklis, 

1981: Duddridge y Pritchard, 1982 y Ellwood, 1982) que son: 

a) Adsorción de macromoléculas orgánicas extracelulares en la superficie 

b) Transporte de células de la fase líquida a la superficie 

c) Adhesión de células 

d) Biosíntesis de polímero por las células para lograr la irreversibilidad de adhesión de 

los microorganismos a la superficie, causado por los enlaces jónicos y covalentes 
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La inmovilización de células por atrapamiento en polímeros orgánicos es una alternativa 

para células que son dificiles de inmovilizar por adsorción, confinándolas a un sistema 

cerrado y obteniendo una menor pérdida de células por el desprendimiento causado por 

arrastre en la operación, independientemente de su metabolismo y de sus características 

fisiológicas. 

La adsorción ha sido preferida por ser el sistema más simple de inmovilización, así como por 

implicar menores costos de operación en su realización. Las dos alternativas de 

inmovilización se comparan a continuación en la Tabla 11. 

Tabla 11 Comparación de algunas características adsorción vs. atrapamiento 

Fuente:(Klein y Zierhr, 1990) 

Características Adsorción Atrapamiento 

Biomasa Inmovilizada Menor a 200 mg/g Mayor a 700 mg/g 

Retenimiento de Biomasa Baja Alta, completa 

Resistencia a transferencia de 
masa externa Se presenta Rara presencia 
masa interna Se presenta Se presenta 

Permanencia fisiológica de 
microorganismos 

Presenta cambios No presentan cambios 

Estabilidad Operacional 
muerte de células Baja Alta / muy alta 

resistencia de células No investigada Alta 
crecimiento de células Muy alta Muy alta 

Tipo de sistemas empleados Cama empacada Cama empacado 
Cama fluidificado 
Cama fluidificado 

Tanque agitado 
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2.3. Criterios de evaluación de los sistemas inmovilizados 

La caracterización del proceso de inmovilización es evaluada con los siguientes criterios: 

a) Cantidad de biomasa inmovilizada. 

b) Retención de biomasa y fuerza de adhesión 

e) Retención de la actividad enzimática del biocatalizador 

d) Eficiencia de actividades de la biodegradación. 

e) Estabilidad operacional 

2.3.1. Cantidad de biomasa inmovilizada. 

La cantidad de biomasa inmovilizada es función de las características del material utilizado 

en la inmovilización y compatibilidad del microorganismo con el mismo. En el caso de la 

adsorción depende de los siguientes parámetros: 

a) Características fisicas y químicas de la matriz de adsorción, 

b) La compatibilidad entre la superficie del material y la pared celular del 

microorganismo. 

e) La composición y parámetros fisicoquímicos del fluido utilizado para la 

inmovilización. 

En el proceso de inmovilización de microorganismos por adsorción son importantes y 

determinantes algunas variables de operación en sus realización para obtener mayor cantidad 

de biomasa inmovilizada, algunas de estas variables son el flujo de la solución inoculada, el 

pH de la solución recirculada entre otras (Mozes, 1987). La adhesión de las células es regida 

principalmente por interacciones electrostáticas; en casos especiales se presenta adhesión de 

células cargadas negativamente a soportes cargados negativamente, esto es posible porque el 

microorganismo desarrolla macromoléculas extracelulares capaces de ayudarla a fijarse al 
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soporte como se muestra en la Figura 2. En el caso de P. fluorescens, la distancia de 

separación entre la pared celular y la superficie del material soporte llega a ser de hasta 100 

nm (Marshal, 1985). 

células 

Figura 2 Adsorción de células 

Para obtener una mayor eficiencia de inmovilización del microorganismo dentro del poro del 

material, se recomienda que el tamaño del diámetro del poro con respecto al tamaño del 

microorganismo sea de 4 a 5 veces como se muestra en la Figura 3 (Messing, 1985). 

Figura 3 Diámetro óptimo para inmovilización 

La importancia de la elección del material utilizado para la inmovilización es trascendental. 

Para un proceso a nivel industrial con microorganismos inmovilizados. el soporte debe ser 

evaluado en función de los siguientes aspectos: 
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a) Debe de ser económico y abundante en cantidad. 

b) El proceso de inmovilización debe de ser simple y efectivo. El biocatalizador 

debe presentar la capacidad de ser almacenado, manteniendo su actividad. 

c) Capacidad de alta eficiencia de inmovilización. 

d) Resistencia y facilidad de manejo y montaje en su utilización. 

Han sido utilizados diferentes materiales para la inmovilización de microorganismos, algunos 

de origen inorgánico como partículas de arena, cerámica, vidrio poroso etc. Entre los 

materiales utilizados de origen orgánico tenemos al carbón, las astillas de madera, y los 

polímeros orgánicos. 

La Tabla 12 se muestra diferentes materiales, para la inmovilización de microorganismos. 

Tabla 12 Materiales utilizados en la fabricación de biocatalizadores para 
eliminación de fenoles en agua. 

Material utilizado para la 

inmovilización. 

Referencia 

Arcilla granular y arena Balfanz y Rehm (1991) 

Carbón activado D45/2  y C40/4 Ehrhardt y Rehm (1989), Morsen y Rehm (1990, 

Morsen y Rehm (1987) 

Poliuretano Anselmo y Novais (1992) 

Poliacrilamida-hidrazida Betunan y Rehm (1985) 

Vidrio sinterizado Morsen y Rehm (1990) 

Carbón activado Ehrhardt y Rehm (1985) 

Alginato de calcio Westmeier y Rehm (1995), Kewelon, (1989), 

Zache y Rehm (1989) 

Agregados de arcilla Westmeier y Rehm (1989) 

Quitosán alginato Zache y Rehm (1989) 

Zeolita Anselmo, (1989), Puhakka,(1992) 

Anillos de cerámica Hendriksen, (1991) 
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En el caso de la inmovilización por atrapamiento, frecuentemente realizada en polímeros, la 

capacidad de retención de la biomasa depende fundamentalmente de la concentración del 

polímero. Por ejemplo, para la inmovilización por atrapamiento de Pseudomonas 

fluorescens en un hidrogel la cantidad de biomasa decrece con el incremento de agua 

contenida en el gel (Pringle y Fletcher, 1986). 

2.3.2. Retención de biomasa y fuerza de adhesión 

El nivel de retención de biomasa o fuerza de adhesión en un sistema de biodegradación 

depende de factores de operación, entre los cuales el flujo es el más importante. Existe un 

flujo máximo posible, el cual es fácilmente detectable por el incremento en la turbiedad de la 

fase líquida (Marcipar, 1980). 

Dentro de los sistemas de biodegradación con utilización de biocatalizadores se tienen los 

siguientes tipos: 

a) Reactor agitado 

b) Reactor "air 0" 

c) Columna burbujeadora 

d) Columna empacada 

e) Reactor de lecho fluidificado 

2.3.3. Retención de la actividad enzimática del biocatalizador 

Es importante evaluar el efecto de la inmovilización sobre la fisiología del microorganismo, 

ya que el proceso generalmente provoca un cambio en el metabolismo del microorganismo, 

presentando cambios en su producción enzimática, las cuales son fimdamentales para el 

proceso de biodegradación. 
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La biodegradación se realiza por medio de reacciones bioquímicas, las cuales son llevadas a 

cabo por sistemas enzimáticos complejos, aun no bien caracterizados y comprendidos. 

2.3.4. Actividad del biocatalizador 

La efectividad del biocatalizador es un parámetro importante. Se desea que por la 

inmovilización se alcancen eficiencias más altas en tiempos de operación más cortos. La 

efectividad de un biocatalizador está dada por la especificidad de la reacción, en el caso de la 

catálisis heterogénea es importante los procesos de transferencia de masa involucrados que 

son según Karel (1985): a) Resistencia de transferencia de masa externa sobre la capa de 

difusión y, b) Resistencia de masa interna causada en la difusión por los poros dentro de la 

matriz polimérica. 

2.3.5 Estabilidad operacional 

Dentro de la evaluación de efectividad de un biocatalizador es importante evaluar la 

estabilidad de operación. Además de obtener altas eficiencias, es importante tener una 

factibilidad y durabilidad operacional del sistema manejado, con tiempos de vida largos 

(Klein y Kressdort 1983). 

2.4. Adsorción de tóxicos. 

La adsorción de tóxicos es importante para el proceso de biodegradación, no únicamente 

por el efecto de remoción, sino porque hace más disponible el compuesto a los 

microorganismos, permitiendo una mayor y mejor biodegradación. 

En la Figura 4 se muestra esquemáticamente el fenómeno de adsorción del tóxico en el 

biocatalizador como un fenómeno de afinidad de superficie. 
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Figura 4 Adsorción de tóxico en el biocatalizador. 

2.4.1. Principios de adsorción 

El proceso de adsorción fue observado por primera vez para los gases en el año de 1773 por 

C. W. Scheele y luego para soluciones por Lowitz en 1785 (Kraemer, 1930). Este proceso 

es reconocido como un fenómeno importante para la mayor parte de los procesos fisicos, 

biológicos y químicos. 

La adsorción implica la acumulación de la concentración de substancias en una superficie o 

interfase. El material que se concentra en la superficie o se adsorbe se llama adsorbato y el 

que la retiene adsorbente. 

La adsorción es un proceso mediante el cual se extrae materia de una fase y se concentra en 

una superficie, y por ello se considera como un fenómeno superficial. La adsorción de una 

solución a un sólido ocurre como resultado de una de las dos propiedades características de 

un sistema disolvente-soluto-sólido, o una combinación de las mismas. La fuerza impulsora 

primaria de la adsorción puede ser una consecuencia del carácter liofóbico (no afinidad al 

disolvente) del soluto respecto al disolvente particular , o una afinidad elevada del soluto. 

por un sólido. En la mayoría de los sistemas encontrados en el tratamiento del agua residual, 

la adsorción tiene lugar por una acción combinada de las dos fuerzas. 

El grado de solubilidad de una substancia disuelta es, con mucho, el factor más importante 

para determinar la intensidad de la primera de las dos fuerzas impulsoras, Se considera al 

grado de solubilidad como el grado de compatibilidad química entre un soluto y un 
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disolvente. Cuanto mayor atracción tiene una sustancia por el disolvente, (mas hidrofilica en 

el caso de una solución acuosa), menos posibilidad tiene de trasladarse hacia una interfase 

para ser adsorbida. 

La segunda fuerza impulsora para la adsorción proviene de la afinidad específica del soluto 

por el sólido. Este fenómeno superficial puede ser un fenómeno predominantemente de 

atracción eléctrica entre el soluto y el adsorbente, de atracción de van der Waals, o una 

atracción de naturaleza química. 

La adsorción positiva en una sistema sólido-líquido proviene de la separación del soluto de 

la solución y su concentración en la superficie de un sólido hasta que se establece un 

equilibrio dinámico en la superficie, entre la concentración de soluto que permanece en 

solución y la concentración superficial del soluto. 

La velocidad con que las substancias orgánicas disueltas son eliminadas de las soluciones 

acuosas por los adsorbentes sólidos es un factor muy importante para la aplicación de este 

proceso en el control de la calidad del agua. 

2.4.2. Isoterma de adsorción 

La forma de expresar esta distribución es la isoterma de adsorción, la cual consiste en 

expresar la cantidad qe  como una función de C a una temperatura fija; qe  es la cantidad de 

soluto adsorbido por unidad en peso de adsorbente sólido, y C es la concentración del soluto 

que permanece en solución en el equilibrio. La isoterma de adsorción es una función de la 

variación de la adsorción con la concentración de adsorbato en el seno de la solución y a 

temperatura constante. 

Puede ocurrir varios tipos de relaciones isotérmicas de adsorción. La relación más común 

entre qe  y C se obtiene para los sistemas en que la adsorción desde la solución da lugar a la 

deposición de una capa aparente de moléculas de soluto sobre la superficie del sólido. 
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Un modelo para relacionar la adsorción isotérmica es la ecuación de Freundlich o van 

Bemmelen, el cual se ha utilizado ampliamente durante muchos años. Esta ecuación es un 

caso especial para energías superficiales heterogéneas. La ecuación de Freundlich tiene la 

forma general 

qe 	Kf  c lin 	 (Ec. I) 

en donde KF  y n son constantes, y n>1(KF  cc ItTnbeilvRT) 

La ecuación de Freundlich es básicamente empírica pero es un instrumento útil para describir 

los datos experimentales. Los datos se ajustan generalmente a la forma logarítmica de la 

ecuación 

log (b= log KF + 
—1 

log C 
	

(Ec. 2) 

El resultado de este ajuste es una línea recta con pendiente 1/u y ordenada al origen es igual 

al valor de log KF para C=l (logC = O). La ordenada al origen es una indicación aproximada 

de la capacidad de adsorción del sistema y la pendiente 1/n, de la intensidad de adsorción. La 

ecuación de Freundlich concuerda bastante bien con la ecuación de Langmuir para datos 

experimentales dentro de un intervalo de concentraciónes bajas y moderadas 

La ecuación de Freundlich se suele usar para comparar carbones activados en polvo o 

granulares utilizados en el tratamiento del agua. La cantidad adsorbida. qr  , es igual a 

(C„-C)/D„, siendo C„ la concentración de fenol u otro contaminante y Do  la dosificación de 

carbón. es decir, el peso por unidad de volumen. La sustitución en la ecuación ( Ec. 2) da: 

log 
 C. 	

— logKr +—logC 
	

(Ec, 3) 
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La velocidad con que las sustancias orgánicas disueltas son eliminadas de las soluciones 

acuosas por el adsorbente sólido, es un factor muy importante para la aplicación de este 

proceso en el control de la calidad del agua. 

2.5. Materiales utilizados en la inmovilización 

Anteriormente se ha mencionado la importancia de la elección del material para inmovilizar 

microorganismos de acuerdo con sus propiedades fisicas y químicas. En el presente trabajo 

se utilizaron tres materiales (tezontle, carbón activado y arena) para inmovilización por 

adsorción y un material polimérico (alginato de calcio) para la inmovilización por 

at rapamiento. 

2.51. Tezontle 

El tezontle es una piedra porosa de origen volcánico, formado por las erupciones 

neumolíticas efectuadas en el periodo Jurásico de la era terciaria. Pertenece al tipo de rocas 

ígneas o magináticas. Otros nombres que recibe son tesontle, tesoncle, tesonclale. tezontli. 

tezontlate, tezontlallil, piedra pómez roja o colorada. 

Se le da uso de adorno de paredes pisos, rellenos. Es un material de bajo costo, duro, 

resistente y de estructura porosa. Su composición exacta es desconocida por depender del 

lugar de extracción, varía su color según sea su estado de oxidación que va desde rojo hasta 

el negro. La composición química es la de una roca basáltica que usualmente contiene entre 

48% a 52% en sílice. Una composición típica es la mostrada en la Tabla 13. 
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Tabla 13 Composición común de Tezontle 
Compuesto Composición % Compuesto Composición °A 

S4 49.2% CaO 9,47% 

TiO2  1.34% Na2O 2.91% 

A1203 15.02% 1(20 1,10°/0 

FeO3  3.74% H20+ 095% 

FeO 7.13% 1120 0,43% 

MgO 6,73% P205  0,35% 

2.5.2. Alginato de calcio 

El término alginato es ocupado para nombrar y designar genéricamente a las sales del ácido 

algínico. El alginato mas común y de mayor comercialización es el alginato de sodio. 

El alginato es encontrado en todas las especies de algas cafés, en el cual es un constituyente 

importante de las paredes celulares, pero sólo unas pocas especies son fluentes comerciales 

de éste. En la Figura 5 se muestra la estructura química del alginato en forma polimérica. 

El alginato es encontrado en todas las especies Phaepphyceae denominadas algas cafés. La 

fuente mas grande de producción de alginato comercial es por la Macrocystis pyrifera, 

Laminarla digitata, y Ascophyllum nodasum. Algunas otras especies son utilizadas para la 

producción pero en menor cantidad, como son Eklonia marinra, Eisenia bicyclis, Eklomia 

cava. 

Algunas de estas especies no llegan a ser utilizadas para obtención económicas de alginato 

debido a sus dificultades de extracción, por falta de resistencia o algunos otros problemas de 

proceso. 
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Figura 5 Red del alginato de calcio. 

Dentro de los usos que se le han dado al alginato están las pinturas acuosas, la suspensión de 

pigmentos y el control de la viscosidad. También se usa en la industria de la cerámica, en 

aerosoles de insecticidas y herbicidas (donde se le da el uso de agente de suspensión), como 

fioculante para mejorar las características de sedimentación de partículas en el tratamiento 

de aguas residuales. 

Es utilizado como matriz y fuente de confinamiento en la inmovilización de microorganismos 

para la fabricación de biocatalizadores en la industria biotecnológica. 

2.5.3. Carbón activado. 

El carbón activado se produce mediante procesos fisico-químicos a altas temperaturas a 

partir de diferentes materiales como el coco, existiendo una gran gama de origen mineral. A 

partir del tratamiento de diferentes materiales se logra la formación de poros minúsculos, los 

cuales hacen que la partícula de carbón se asemeje a una esponja microscópica. Estos poros 

dan una enorme área de adsorción en donde se retienen una amplia gama de impurezas y 

tóxicos. 

La superficie de contacto desarrollado en un carbón activado es tan grande que un solo 

gramo de éste producto puede tener entre 450 y 1800 metros cuadrados de superficie de 

contacto, razón por la cual importantes cantidades de material pueden ser removidas. 
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Los poros de carbón deben ser del tamaño aproximado de las moléculas o impurezas que 

van a adsorber, de lo anterior la importancia de contar con un carbón activado vegetal o 

mineral con distintas propiedades. 

Las impurezas quedan adsorbidas en la superficie intenta y externa de los micro y macro 

poros del carbón activado, el cual al ser eliminado del material tratado, ya sea por filtración 

o bien por percolación, llevando consigo las impurezas. 

Los carbones activados se utilizan en diferentes industrias de alimentos, como en la 

refinación de azúcar, purificación de bebidas alcohólicas, purificación de grenetina, vinagre, 

jugos de frutas, y en el proceso de descafeinado; también se le utiliza en el tratamiento de 

aguas residuales, en la decoloración y purificación de grasas y aceites, en la purificación de 

productos químicos y en la refinación del petróleo, aprovechado como adsorbente de 

tóxicos por sus propiedades fisicoquímicas de adsorción. El carbón activado es uno de los 

adsorbentes mas utilizados en la industria para la purificación de soluciones. En la Tabla 14 

se dan algunas características del carbones activados comerciales. 

Tabla 14 Propiedades de carbón activado 
(CLARIMEX S.A.) 

PROPIEDAD 

ornbre comercial 

madera 
VG 

coco 
CS 

lignita 
CAGR 

hulla bit. 
CAGRB t 8830) 

Humedad 12 % max 6% 4% 2% 

pH '2.4 9 '5-6 8 

AAM (Transición) A 25 NR 25 25 

ARM (Macroporo) Á 99 NR 102 92 

NI mg/g (Microporo) 800 550 650 950 

Densidad aparente 0.22-0.25 0.45-0.52 0.38 0.47 

Solubles en H2O 5% - - - 

Atea Superficial m2/g • 550 650 1050 

Volumen poro ml/g - 0.32 0,95 0.8 

No. de abrasión (ASTM) - 95 80 88 

Diámetro poro prom. A - - 56 30 

Notas: 
AAM: Diámetro en A de poros médios 

AMI: Diámetro en A de macroporo 

NI: Nivel de lodo 
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2.5.4. Arena 

Se utilizó arena cristalina de tipo sílica o sílice, SiO2, la cual es una sustancia dura con un 

punto de fusión muy alto (aproximado a 1600°C). La sílice se encuentra en la naturaleza en 

tres formas diferentes: cuarzo , cristobalita y trimidita. El cuarzo es el más abundante de 

estos minerales; se encuentra en muchos depósitos como constituyente cristalino de muchas 

rocas. Es una sustancia incolora y dura. 

Sus cristales pueden identificarse, como dextrógiros o levógiros, por el desarrollo de sus 

caras, y también por la dirección en que hacen girar al plano de polarización de la luz 

polarizada. 

El dioxido se silicio es utilizado en la fabricación de acero dulce, en la fabricación en núcleos 

de transformadores y en la industria de fabricación del vidrio. 

2.6. Aspectos importantes en los sistemas de inmovilización de 

microoganismos para la biodegradación de fenoles en agua 

2.6.1. Influencia de la inmovilización en la biodegradación de fenoles en agua 

El atrapamiento evita el crecimiento excesivo del material celular, evitando la acumulación 

de un lodo contaminado, como sucede en los sistemas convencionales de lodos activados y 

lagunas aeradas. Particularmente, cuando se emplea la técnica de atrapamiento en un 

polímero, se confiere una protección al microorganismo contra el efecto inhibidor del tóxico. 

permitiéndole alcanzar altas tasas de biodegradación si se comparan con las de los 

microorganismos en sistemas libres. Los trabajos de Keweloh (1989) son muy útiles en la 

comprensión de los mecanismos de protección en los sistemas inmovilizados. 
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En la Figura 6 se observa una comparación de las dosis mínimas inhibidoras de fenol sobre 

tres diferentes bacterias, cuando éstas se encuentran libres e inmovilizadas. 

Escherichlo Slophy/ococcus Pseudomonos 
coli K-12 oureus 	pulido P 8 

Figura 6 Concentraciones inhibidoras mínimas de fenol para tres bacterias 
diferentes en sistemas libres o inmovilizados (Keweloh. 1989) 

Los principales problemas para la biodegradación de fenoles en agua por medio de la 

inmovilización de células en matriz polimérica son fundamentalmente tres: a) problemas de 

transferencia de masa, b) resistencia mecánica del material, e) estabilidad del sistema. 

Anselmo (1989) reporta un consumo de oxígeno de las células inmovilizadas como un 30% 

menor del que utilizaron las células libres. En general, se ha reportado una disminución en el 
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coeficiente de difusión molecular de oxígeno y otros nutrientes en los geles en los que se ha 

inmovilizado la célula, con respecto al coeficiente de difusión en agua. 

Por otro lado, la resistencia mecánica de las matrices depende específicamente del material 

utilizado para la inmovilización y por la cantidad de células presentes. 

2.6.2. Mecanismos de degradación reportados para la biodegradación de fenoles 

Se sabe relativamente poco, en cuanto a los aspectos bioquímicos de la biodegradación de 

fenoles y clorofenoles. Se han reportado que las reacciones de degradación se llevan a cabo 

mediante sistemas enzimáticos todavía no muy bien caracterizados. La secuencia sugerida 

para la biodegradación completa de un policlorado (pentaclorofenol) por Rhodococcus 

chlorophendicus se presenta en la Figura 7. 

Uotila (1993) hizo una exhaustiva revisión de los mecanismos de degradación reportados 

para los clorofenoles por diversas cepas microbianas. Los mecanismos propuestos fueron: 

a) Decloración del intermediario alifático después de la ruptura oxidativa del anillo 

aromático (Pseudomonas, Arthrobacter y Rodococcus), aplicable a mono y 

diclorofenoles. 

b) Decloración vía hidroxilación (Corynebacterium, Rhodococcus, Mycobacterium, 

Arthrobacter, Pseudomonas, Streptomyces, Flavobactertum), aplicable a 

pentaclorofenol y otros policlorados. 

c) Decloración reductiva (Corynebacterium, Rhodococcus, Mycobactenum, 

Arthrobacter, Desulfonzonile, Streptomyces y Flavobacterium), aplicable a 

pentaclorofenol y otros compuestos policlorados. 
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Figura 7 Mecanismo de degradación sugerido por Uotila (1993), para la degradación completa del 
pentaclorofenol por Rhodococcus chlorophenohcus. 

2.6.3. Concentraciones de biodegradación en sistemas inmovilizados 

El nivel de degradación de fenoles por medio de microorganismos inmovilizados es de gran 

importancia en la evaluación del sistema; se han reportado diferentes capacidades de 

eliminación de tóxicos según el tipo de microrganismo y modo de operación del sistema. En 

la Tabla 15 se muestran algunos valores de trabajos reportados. 

En la Figura 8 se muestra la cinética típica de eliminación en sistema por lote de 15 g/L de 

fenol por Candida utilis y Pseudomonas adsorbidos en carbón activado. así como la cinética 

de crecimiento celular, medida como la densidad óptica de las soluciones, leída a 546 ni. 

(Ehradh y Rehrn, 1985). 
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Tabla 15 Concentraciones de sistemas de inmovilización reportados 

Microorganismo Material de 
inmovilización 

Tóxico 
biodegradado 

Actividad de 
biodegradación 

(gil, dia) 

Referencia 

Pseudomonas sp. poliacrilamida- 

hidrazida (PAAH) 

Fenol 0.030 Bettman y Rhem 

(1985) 

Alcaligenes sp. alginato de calcio 4-clorofenol 0.53 Zache y Rhem 

(1985) 

I 	Pseudonionns y 

Cryptococcus 

carbón activado Fenol 0.0160 Morse y Rhem 

(1987) 

Pseudomonas 

pedida y 

Criptococcus 

ehnovii 

alginato de calcio 

y quitina 

Fenol 0.981 Zache y Rhem 

(1989) 

Cultivos mixtos carbón activado Fenol 6.4 

Morsen y Rhem 

(1990) 

Como se observa en la Figura 8 Gandida utdis requiere 220 horas para degradar totalmente 

el fenol, mientras que Pseudomonas no elimina el 100% del fenol inicial en el mismo tiempo. 

31 



(0 •) Candida (D II ) Pseudomcnos 
o 

— 2.0 ami 
E 

"c7) 

11. 	
c 

1 , 5 w 
o 
c 
a) 

0 CU  

1 o 
— 0.5 1- 

10 

Capitulo 2 	 Antecedentes 

Por otro lado, las cinéticas de crecimiento celular para ambos microorganismos, no son las 

mismas. 

40 	80 	120 	160 
	

200 

Tiempo (h) 

Figura 8 Cinética de crecimiento y degradación de fenol por células de Candida y Pseudonionav 

adsorbidas en carbón activado, después de la adición de 15 g/L de fenol (Ehrhard y Rhcm, 1985). 

6.3.4. Factores que influyen en la biodegradación de compuestos fenólicos 

En la biodegradación de tóxicos como los fenoles, ciertos parámetros y condiciones de 

operación influyen en la velocidad y eficiencia de biodegradación. 

Diferentes trabajos, muestran la influencia de los parámetros en la realización de las pruebas 

como lo son: la temperatura, el pH, el nivel de oxígeno disuelto, tipo y concentración del 

tóxico. 
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Cabe mencionar que dependiendo del tipo de microorganismo utilizado estos parámetros 

pueden variar, no siendo generalizables para todos los sistemas. 

En la Figura 9 se muestra una cinética típica del proceso continuo de eliminación de fenol y 

clorofenol, en este caso se trata de Pseudomonas pulida, inmovilizada en poliacrilamida-

hidrazida (Bettmann y Rehm, 1985). 

100 	200 	 300 	400 

Tiempo ( h) 

Figura 9 Cinética de degradación de fenol y 4-clorofenol por Pseudomonas pueda. 

Como se puede observar en la Figura 9, el fenol y clorofenol fueron adicionados en 

concentraciones variables (fenol, 1-5 gfL; clorofenol 2.5-6.5 mg/L). El nivel de aeración fue 

de 1.5 volúmenes por volumen de medio (vvm). Es interesante notar que la degradación de 

fenol estuvo directamente realcionada con el pH del medio, cuando este bajó a niveles 

menores a 4.5-5, la actividad de degradación del fenol fue disminuida y se observaron trazas 

de fenoles en la corriente de salida. Al restaurar el pH a un nivel de 6.0, la biodegradación se 
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reinició. Este sistema presentó una velocidad de degradación de fenol de 7.2 g/L día en 

promedio. 

Desafortunadamente, existe una gran dispersión en los trabajos publicados en la literatura 

relacionados con los sistemas empleados y el modo de operar. Es dificil hacer 

comparaciones entre sistemas, ya que los pocos trabajos se desarrollaron tratando diversos 

compuestos tóxicos, empleando diferentes cepas (hongos, bacterias, levaduras), 

inmovilizadas en diferentes materiales. 
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Objetivos 

Objetivo General: 

Recomendar un material como soporte para la fabricación de un biocatalizador y definir 

las condiciones de operación de una columna empacada con el biocatalizador para la 

eliminación de fenoles en agua. 

Metas particulares: 

• Caracterizar los soportes utilizados en la inmovilización de Pseudomonas 

fluoreseens. 

• Evaluar la capacidad de inmovilización de bacteria en los soportes por adsorción o 

atrapamiento. 

• Evaluar la adsorción de fenoles por los diferentes empaques utilizados. 

• Evaluar el efecto del tipo y concentración del tóxico, temperatura, pH y oxígeno 

disuelto en la operación de una columna empacada con un biocatalizador 

recomendado para la biodegradación de fenoles en agua, por operación en lote. 

• Evaluar la eficiencia y la estabilidad operacional del biocatalizador en una columna 

empacada para la degradación de fenoles en agua. 

( 

35 



Capitulo 3 	 Materiales y métodos 

Materiales y métodos 

3.1. Caracterización físico-química de soportes 

Materiales utilizados para caracterización: 

lí> 	Tezontle (Totolzingo, Hidalgo 

Arena sílica (Rancho Alegre S.A. ,Veracruz) 

Carbón activado (Marca Clarimex S.A, VG14x34) 

Alginato de calcio (Marca Burmester Pharmatrade, Hamburgo, Alemania) 

3.1.1. Granulometría de los soportes 

Se realizó la granulometria de muestras originales de los materiales adquiridos; para lo cual 

se utilizó un equipo de cribado mecánico (ROTAP), operando automáticamente durante 15 

minutos, por medio de un equipo de mallas (Mont-inox, México) del numeración 3/8" a 35 

(9.5 mm a 0.5 mm). Se obtuvo el peso del material retenido en cada malla y se construyó su 

respectiva curva granulométrica del material. Para todos los materiales se seleccionaron las 

partículas de las mallas 12, 14 y 16 con apertura de 1.41 mm, 1.19 mm, 1.13 mm 

respectivamente, haciendo una mezcla en proporciones iguales. Los motivos de esta decisión 

se darán en la discusión posterior. 

3.1.2. Densidad aparente y real 

Para el tezontle, la arena y el carbón se realizaron todos los pasos de los métodos de 

densidad aparente y real, en el caso de alginato de calcio se le aplicó a partir del paso b) para 

densidad aparente y el paso c) para densidad real. 
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Densidad aparente 

Para determinar esta propiedad se realizaron los siguientes pasos: 

a) Se toma una muestra apropiada de acuerdo al material, la cual se lava y seca a 

103°C durante 24 horas 

b) Se enfría la muestra en un desecador y se introduce en una probeta graduada, se 

agita y se deja asentar en forma natural, se le dan unos pequeños golpes en el 

fondo para asegurar su distribución y asentamiento 

e) Se realiza la lectura del volumen ocupado por el material 

d) Se pesa la cantidad de material contenido en ese volumen 

Cálculos: 	Densidad aparente = Peso material / volumen aparente. 

Densidad real 

Para determinar esta propiedad se realizaron los siguientes pasos: 

a) Se toma una muestra apropiada de acuerdo a el material, la cual se lava y seca a 

103°C. 

b) Se pesa el material (Pa) y se hierve en 100 mL de agua destilada durante 5 min, 

con el fin de expulsar el aire retenido entre los poros del material. 

c) Se enfría la mezcla y se introduce en un matraz aforado, previamente pesado 

(Pm), se aforo con agua destilada y se vuelve a pesar (Pf) como peso final. 

Cálculos: 	Peso del agua = Peso final - Peso matraz - Peso material 

Volumen del agua = Peso del agua / Densidad del agua 

Volumen de la muestra = Volumen aforado - Volumen del agua 

Densidad Real = Peso material / Volumen de la muestra 
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3.1.3. Porosidad 

Se aplicó esta técnica a arena, carbón y tezontle 

a) Se colocaron 150 g de material en un tubo Jackson de 0.75 m. de largo por 

0.028m. de diámetro, el cual se llena de agua hasta la mitad. 

b) Se agita para extraer el aire. 

c) Si el agua se observa turbia, decantar repetidamente hasta que se clarifique. 

d) Llenar completamente el tubo con agua y colocar el tapón de goma de modo que 

no queden burbujas de aire en el interior. 

e) Rotar el tubo rápidamente 150 grados. 

f) Dejar que el material sedimente y colocar el tubo verticalmente sin 

perturbaciones. 

g) Marcar en el tubo el bordo superior de el material. 

h) Remover la mezcla material-agua. 

i) Añadir agua hasta la marca que se hizo en el cilindro graduado. 

Cálculos; 
	

Volumen de la muestra = Peso de la muestra / Peso específico. 

Volumen vacío = Volumen hecha por la muestra en el tubo - 

Volumen de la muestra 

% Porosidad = Volumen vacío / Volumen de la muestra x 100 

3.1.4. Pérdida por ignición 

Esta técnica no se aplicó para el alginato de calcio. A los restantes materiales se les dio el 

siguiente tratamiento: 

a) Se lleva una cápsula de porcelana a peso constante después de calcinación 

(700°C). 
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b) Se toman aproximadamente 20g de material lavado y secado a 103°C. 

e) Se coloca el material en la cápsula, se pesa y se introduce a una mufla a 700°C 

durante 1 hora. 

d) Se introduce la cápsula conteniendo el material en el desecador hasta lograr la 

temperatura ambiente y se vuelve a pesar. 

	

Cálculos: 	Perdida por ignición = Diferencia de pesos / peso inicial x 100 

3.1.5. Solubilidad en ácido clorhídrico y solubilidad en hidróxido de sodio 

Se aplico para el tezontle, arena y carbón. 

Solubilidad en ácido clorhídrico 

a) Lavar una muestra de 10 g con agua destilada, desecarla a 103°C durante 24 

horas y pesarla. 

b) Sumergir el material en una solución 30% de ácido clorhídrico en volumen. 

e) Dejar la muestra durante 24 horas a temperatura ambiente. 

d) Sacarla, lavarla con agua destilada, desecar y pesar de nuevo. 

	

Cálculos: 	% Solubilidad al HC1= Pérdida de peso / Peso original x100 

Solubilidad en hidróxido de sodio. 

a) Lavar una muestra de 10 g con agua destilada. desecarla a 103°C durante 24 

horas y pesarla. 

b) Sumergirla en solución de hidróxido de sodio al 10%. 

c) Dejar la muestra durante 24 horas a temperatura ambiente. 

d) Sacarla, lavarla con agua destilada, desecarla y pesarla de nuevo. 

Cálculos: 	% Solubilidad al NaOH = Pérdida de peso / Peso inicial x 100 
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3.2. Conservación de la cepa, medios de cultivo y condiciones de 
crecimiento 

Se utilizó la cepa Pseudomonas fluorescens Ps. 9 donada por el Instituto Cubano de 

Investigación y Desarrollo de la Caña de Azúcar (ICIDCA), Habana Cuba. La cepa fue 

recibida en slant la cual fue transferida para mantenerla, en cajas Petri con medio complejo 

YPG agar. 

Para su cultivo en crecimiento líquido se utilizó medio YPG y el medio mínimo reportado 

por Dapaah (1992). Para mantener la cepa, se realizó resiembra mensual en medio sólido 

YPG a partir de su recepción. 

3.2.1. Medios de cultivo. 

La composición del medio rico (YPG) y el medio mínimo Dapaah, se describen en las Tablas 

16y 17. 

Tabla 16 Medio rico de cultivo 

Medio YPG 

Extracto de levadura' 	 10g/L 

Peptone 	 lOg/L 

Glucosa' 	 10g/L 

Agar-Agar a.b 	 18g/L 

a 
Reactivos Bioxon, México 

b 
Agregar únicamente para medio sólido 
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Tabla 17 Medio mínimo 

Medio mínimo Daphaa 

KH2PO4  

K2HPO4  

(NR1)2PO4` 

NaC1 

CaCl a  

MgSO4  

FeCl` 

0.84g/L 

0.75g/L 

0.48g/L 

0.06g/L 

0.06g/L 

0.06g/L 

0.006gJL 

e  Reactives (J.T. Baker) 

3.2.2. Condiciones de pH y esterilización de los medios 

Los dos medios fueron ajustados a un pH a 7 antes de su esterilización la cual se realizó a 

121°C por 15 min. 

3.2.3 Condiciones de crecimiento 

La bacteria Pseudomonas fluorescens se cultivó en medio liquido (volúmenes de trabajo de 

50 mL) en matraces Erlenmeyer de 250 mL. Se inocularon con 3 a 4 asadas de material 

celular. La incubación se llevó a cabo por 24 horas a 35°C en un equipo de agitación (Orbit 

3535 Labline Instruments Inc.) a 200 rpm. 

El crecimiento en medio mínimo Dapaah se realizó inoculando 45 int de medio mínimo con 

5 ml de crecimiento en YPG líquido, bajo condiciones estériles. Se incubó durante 24 

horas. a 35°C en condiciones de agitación de 200 rpm. 

41 



Capítulo 3 	 Materiales y métodos 

3.2.3 Técnicas para la cuantificación de biomasa 
(Densidad óptica y conteo directo) 

Se utilizaron dos métodos para determinar el nivel de crecimiento de la biomasa presente. 

La primera fue la técnica espectrofotométrica de densidad óptica, la cual consistió en hacer 

una dilución de l mL de medio crecido en 9 mL de medio mínimo, determinándole sus 

propiedades de absorbancia en un equipo espectrofotométrico Perkin-Ehner; Lambda 

3B:UV/VIS a una longitud de onda de 610 nm. 

El segundo método fue el de conteo directo en placa, que consiste en sembrar 1 mL de 

muestra líquida conteniendo biomasa de las diluciones adecuadas en solución salina. El 

conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) se obtiene después de incubar 24 horas a 

35-36°C, 

El plague() se realizó en cajas Petri con medio YPG sólido y la incubación se realizó en un 

equipo UVWR-1540 Scientific Inc. a una temperatura de 35°C. Después de 24 horas se 

procedió a realizar el corneo visual de UFC en un equipo contador Darkield Quebec, colony 

counter. 

3.3. Inmovilización de Pseudomonas fluorescens Ps9 

3.3.1. Inmovilización por adsorción de la bacteria en tezontle, arena y carbón activado 

Se empacó una columna de vidrio de 29.1 cm3  de volumen con cada soporte y se hizo 

circular 100 mi, de un cultivo de crecimiento de células en YPG con una densidad óptica 

(013610  ") aproximada de 0.250 durante 24 horas en flujo ascendente por medio de una 

bomba peristáltica con cabezal (Cole Panner 7016-20), a un flujo de 30 inUmin como se 

muestra en la Figura 10. 
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Columna empacada con 
material-soporte 

Inóculo para 
recirculación 

Figura 10 Sistema de inmovilización por adsorción. 

Posteriormente, para determinar la capacidad de inmovilización celular de los materiales, se 

utilizó la técnica de conteo directo de colonias a partir de dos partículas sustraidas de la 

parte superior de la columna. 

3.3.2. Inmovilización por atrapamiento de Pseudo►nonasfuorescens en matriz 

polimérica. 

La inmovilización de bacteria se realizó en una matriz polimérica de alginato de calcio. Para 

su elaboración se partió de una mezcla de una pasta de biomasa obtenida por centrifugación 

en un equipo Bioblock 4331, mezclada con una solución al 3% en peso de alginato de sodio. 

La mezcla homogénea se dispersó en forma de pequeñas gotas por medio de un dispositivo 

de extracción con flujo axial de aire sobre una solución 0.1 M. de CaCI, como se muestra en 

la Figura 11. 
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Mezcla 
celular-alginato 

 

Flujo de 
aire 

é 

Figura 11 Sistema de fabricación de biocatalizador 

de alginato de calcio. 

La variación en el flujo de aire del sistema modificó el tamaño de partículas. Las partículas 

esféricas gelificadas se mantuvieron por espacio de una lora en la solución de CaCI. 

3.4. Determinación de fenoles 

Se realizó la determinación cuantitativa de los fenoles presentes en solución por medio de la 

técnica colorimétrica de la 4-aminoantipirina, basada en Fenoles No. 5530 del Standard 

Ifethods for Ihe Examination of Water and Wastewater (1992) 

Soluciones empleadas en el método. 

Solución Hidróxido de amonio 	(10% en volumen) 

Solución tampón de fosfatos 	(p1-1=6.8) 

Solución 4-aminoantipirina 	(2% en peso) 

Ferrocianuro de Potasio 	(8% en peso) 

La técnica original se miniaturizó para minimizar el volumen de muestra quedando como a 

continuación se describe: 
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Se tomaron 100 tL de muestra, se aforaron a 10 mL con agua destilada. Se le agregaron 

250 µL de solución de hidróxido de amonio y de solución tampón de fosfatos (un volumen 

no superior a 150 µL) hasta obtener un pH cercano a 7. Se homogeneizó con ayuda de un 

vortex (Thermolyne Max Mix plus). Posteriormente, se agregaron 100 FtL de solución de 4-

aminoantipirina y 100 ItL de la solución de ferrocianuro de potasio. Se homogeneizó 

completamente y se dejaron transcurrir 15 minutos antes de realizar la lectura a longitud de 

onda de 500 nm en un espectrofotómetro Perkin Elmer, Lamda 3B. Apoyándose en una 

curva de calibración previamente realizada se determinó cuantitativamente la concentración 

presente de fenoles presentes. Se utilizó una curva de calibración para cada compuesto. 

3.5. Adsorción de tóxicos. 

3.5.1. Técnica experimental de adsorción. 

La adsorción de tóxicos en los diferentes materiales se evaluó utilizando en equipo de 

agitación de velocidad variable con 6 plazas (Phipps & Bird Stirred Mod. 779.400), 

mostrado en la Figura 12. En 6 vasos de precipitado de 1 L de volumen se colocaron 500 

mL de solución, 1 g/L de fenol y 0.1 g/L de clorofenoles, utilizando medio mínimo Dapaah 

como solución de dilución. 

Se utilizó el vaso No. 1 como blanco del experimento y del vaso No. 2 al No. 6 se agregaron 

2, 4, 6, 8 y 10 g/L del material en estudio como adsorbente. 

Se tomaron muestras de cada vaso a diferentes tiempos en minutos con el fin de determinar 

las concentraciones de fenol en la solución hasta la concentración al equilibrio. A las 

muestras se les aplicó la técnica colorimétrica de 4-aminoantipirina para determinar la 

concentración de fenol en las soluciones. 
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Figura 12 Equipo de agitación con velocidad variable 

Phipps & Bird. 

El equipo de seis plazas con agitación a velocidad variable se operó a 300 rpm en las 

experiencias realizadas. 

3.5.2. Isotermas de adsorción. 

Se utilizó el modelo de Freundlich para ajustar los datos experimentales obtenidos de las 

pruebas. Inicialmente se graficó de cada experiencia el tiempo contra las concentraciones de 

fenol en las soluciones. A partir de estas gráficas se obtuvieron las correspondientes 

concentraciones al equilibrio (C,q), las cuales fueron determinadas como las menores 

concentraciones alcanzadas. En el caso de remoción total, se tomaron las últimas lecturas 

detectables y a partir de ellas, se graficó el logC~q vs log X/Ccq. De esta gráfica se 

obtuvieron por ajuste la pendiente y la ordenada al origen, con las que calculándole su 

antilogaritmo se obtienen n y k, respectivamente. 

3.6. Montaje y evaluación de un sistema de columna empacada con 
diferentes biocatalizadores para la biodegradación de fenoles en agua 

3.6.1. Montaje del sistema de columna empacada 

Se empacó una columna de vidrio de 29.1 cm3 de volumen de capacidad con cada material y 

se procedió a la inmovilización de la bacteria Pseudomonas fluorescens. Previamente se 
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determinó el peso del material seco utilizado. Se bombeo a 30 mlimin la solución de 100 

ml., de medio mínimo con una concentración conocida de fenol, 2-clorofenol, 2,4-

diclorofenol, o 2,4,6-triclorofenol, en experiencias independientes. Se determinó la 

concentración del tóxico por medio de la técnica colorimétrica de la 4-aminoantipirina a 

través del tiempo de operación, hasta lograr una eliminación del 95 %. Posterior a la 

degradación del tóxico se somete el sistema a una nueva dosis con el mismo modo de 

operación . 

En la Figura 13 se muestra el sistema utilizado para la biodegradación de fenoles por medio 

de un biocatalizador empacado en columna. 

Columna empacada 
con biocatalizador 

Solución con tóxico 

Figura 13 Sistema de columna empacada con biocatalizador 

para la biodegradación de fenoles en agua 

3.6.2. Determinación de biomasa inmovilizada 

Después de cada experiencia de biodegradación de algún tóxico se procedió a la 

determinación de la cantidad presente de biomasa inmovilizada. Esta fue cuantificada por 

medio de la técnica de conteo directo por plaqueo de una muestra de dos partículas tomadas 

de la parte superior de la columna, determinando el numero de UFC (unidades fonnadoras 

de colonias) por gramo de material. 
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3.6.3. Operación del sistema a una temperatura determinada 

La columna se operó a temperatura ambiente en la mayoría de las experiencias. Esta se 

designo como TNC (temperatura no controlada), ya que hubo variaciones considerables 

durante el día y la noche, entre 14 y 25 °C. Para las experiencias a temperaturas diferentes a 

la ambiente, se operó dentro del cuarto de incubación (35-36°C) y el cuarto frío (15°C) en 

cada caso. 

3.6.4. Operación a un pil inicial determinado 

Se llevó la solución con tóxico a un valor de pH diferente con solución alcalina. También se 

evaluó el desarrollo de pH durante la operación por medio de potenciómetro Hach one pH 

meter model PBL simultáneamente a la biodegradación del tóxico. 

3.6.5. Operación a diferentes niveles de oxígeno disuelto 

Se sometió una solución de medio mínimo a burbujeo de aire por 4 horas para lograr la 

saturación de oxígeno, posteriormente se adicionó el tóxico y se procedió a la operación de 

la columna, determinando el oxigeno disuelto al final de la biodegradación con un oximetro 

OXY mod.4332. 

3.6.6. Determinación de carbón orgánico total 

El carbón orgánico total (COT) se determinó de muestras tomadas a diferentes tiempos de la 

biodegradación con un equipo TOC 5050 Shimadzu. 
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4. Resultados y Discusión. 

4.1. Caracterización de los materiales 

4.1.1. Granulometría de los materiales 

Los materiales elegidos para la inmovilización fueron tezontle, carbón activado, arena y 

alginato de calcio, como se mencionó. Se determinaron las granulometrías de las muestras 

originales para conocer la cantidad que fuese necesaria tamizar para obtener una cierta 

cantidad del tamaño de partícula deseado. En el Anexo A se muestran los resultados del 

material retenido en las mallas y las curvas granulométricas correspondientes, mostrando 

gran diferencia entre sí, con distintos tamaños efectivos de partícula como se muestra en la 

Tabla 18. 

Tabla 18 Propiedades granulométricas de los materiales 
(muestras originales) 

Material Tamaño efectivo 
T.E. 

Coeficiente de 
uniformidad C.U. 

Tezontle 9.2 0,6 

Carbón activado 1.40 0.8 

Arena 1.5 0.7 

En los sistemas de empaque con biocatalizadores, la velocidad de reacción se ve afectada 

por la velocidad de difusión del sustrato desde la superficie del biocatalizador hasta el sitio 

donde se encuentra la enzima en el interior de la partícula. Se han propuesto dos alternativas 

para minimizar los efectos difusionales internos que son las siguientes: 
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1) Disminuir la carga enzimática o celular 

2) Disminuir el tamaño de partícula. 

Se prefiere la segunda opción, eligiendo un tamaño de partícula pequeño, teniendo en cuenta 

el evitar problemas de altas caídas de presión en caso de emplearlo en un reactor de lecho 

empacado. 

El tamaño de partícula de los materiales a utilizar se seleccionó por los intervalos 

recomendados en la literatura por Martinsen (1987), que señalan que sean de 1 a 2 mm. Las 

limitaciones difusionales internas representan con frecuencia un problema importante en los 

catalizadores de células inmovilizadas por atrapamiento en gel, para tamaños menores. 

A partir de las recomendaciones difirsionales, y cuidando una alta tasa de inmovilización de 

bacterias, se decidió utilizar tamaños de partículas de 1.13, 1.19 y 1.41 mm, que 

corresponden a las mallas 16, 14 y 12 en proporciones equivalentes de peso. La elección de 

este tamaño de partícula se aplicó a todos los materiales, para obtención de sistemas 

comparables entre sí. 

4.1.2. Caracterización físico química de los materiales 

Al material seleccionado con un tamaño de partícula entre 1.13 y 1.41 mm. se le realizaron 

determinación de las propiedades fisico-químicas. En la Tabla 19 se muestran los valores 

numéricos de ellos. 

Se puede observar una gran diferencia entre las densidades reales de los materiales, desde 

1.38 hasta 3.15 g/mL. Las densidades aparentes también resultaron diferentes entre sí, con 

valores de 0.27 a 1.49 g/mL. Es necesario tomar en cuenta estas propiedades 

cuantitativamente en caso de escalamiento industrial del proceso, para su manejo y diseño 

del sistema; en el caso de una columna empacada, para elegir el material de construcción de 

la columna de acuerdo a el esfuerzo sometido por el peso del material. 
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Tabla 19 Características físico-químicas de los materiales. 

Material Densidad 
aparente 
(g/mL) 

Densidad 
real 

(g/mL) 

Porosidad 
(%) 

(%) 
Humedad 

Solubilidad 
en 

HCl 
(%) 

Solubilidad 
en 

NaOH 
(%) 

Pérdida 
por 

Ignición  

(%) 

Arena 1.49 3.15 51.81 0.0 0.221 0.321 0.45 

Tezontle 0,77 2.60 65.09 0.0 3,23 1.36 0.73 

Carbón 
activado 

0.27 1.38 68.00 0.0 17.60 11.66 16.11 

Alginato 
de calcio 

(3%) 

0.95 2.01 8=0,74' 93.0 N.E. N.E. N.E. 

Notas: ' e representa la fracción de vacío de la partícula, reportado por Quirasco, 1994. 

N.E. No Evaluada 

Para medir de manera indirecta la dureza de los materiales se realizaron pruebas de 

solubilidad en ácido, solubilidad en base y pérdida por ignición. Las mejores cualidades de 

dureza las mostraron el tezontle y la arena sobre el carbón activado y el alginato de calcio. 

Para los materiales utilizados como soportes en la inmovilización de células por adsorción la 

porosidad es sumamente importante según un estudio reportado por Messing (1982). 

Los materiales que presentaron los porcientos mas altos de porosidad fueron el carbón 

activado (68%) y el tezontle (65%) lo que les confiere cualidades favorables para la 

inmovilización de bacterias; con fines comparativos se incluye en la Tabla 16 la fracción de 

vacío de las partículas de alginato de calcio (74%). 
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4.1.3. Capacidades de inmovilización de los materiales 

Para la inmovilización de Psudomonas fluorescens Ps9 por atrapamiento o adsorción se 

utilizó la técnica descrita en el capítulo 3. Se obtuvieron los resultados de capacidad de 

retención de biomasa por medio de la técnica de conteo directo mostrados en la Tabla 20. 

La mejor capacidad de inmovilización fue la del carbón activado (4,69x1015  UFC/g.). Dada 

la propiedad de alta adsorción del carbón activado, no es de sorprender su alto nivel de 

inmovilización. El tezontle mostró una capacidad atractiva (1.39x1011  UFC/g.) ya esperada 

por su alta porosidad. La arena tuvo poca adsorción de bacterias, muy inferior a los otros 

materiales. 

Finálmente, la capacidad de inmovilización por atrapamiento medida para alginato de calcio 

al (3%) fue de (8.43x10" UFC/g.). La capacidad de inmovilización de los materiales parece 

ser una función de la porosidad de los mismos, pero sin duda intervienen otros factores 

fisicoquímicos en la interacción del microorganismo y el material usado como soporte. 

Tabla 20 Capacidades de inmovilización de los materiales 

1 
Materiales 

Carga celular 

(UFC/gcat) 

Arena 8.43x104  

Tezontle 1.39x1011  

Carbón activado 4.69x1015  
(4.0x 109)* 

Alginato de calcio (3%) 3.85x1014  

* Reportado por (Erhardt, 1985) 
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4.1.4. Adsorción de los tóxicos en los materiales 

La adsorción de los tóxicos en los diferentes materiales es de gran importancia, se realizaron 

esta cualidad de los materiales no con fin de evaluarlo como un método directo de 

eliminación de tóxico, sino como un análisis de la compatibilidad del sistemas inmovilizado 

para mantener una mejor y mayor interacción del tóxico con el material-soporte. 

Las pruebas de adsorción fueron realizadas como se describió en el capítulo 3, las 

correspondientes gráficas de isotermas de adsorción se encuentran en el Anexo B. 

Las experiencias de las pruebas de adsorción se llevaron a cabo utilizando cuatro materiales 

como bases del biocatalizador y fenoles como tóxicos. Por medio de un ajuste de los 

resultados a la ecuación de isoterma de adsorción de Freundlich, se obtuvieron las 

constantes de las isotermas que son k y n, además de la concentración de adsorción máxima 

mostradas en la Tabla 21. 

El carbón activado tiene una alta capacidad de adsorción de fenoles, logrando remociones de 

fenol lg/L de hasta 79%, mientras que el alginato de calcio adsorbe únicamente el 13% y el 

tezontle 8%. En el caso de la arena, ésta no presentó adsorción registrable del los 

compuestos tóxicos. Para el caso de los clorofenoles se lograron remociones entre 94% y 

99.5% con el carbón activado y entre 31.3% y 40.5% con el de calcio. 

Las constantes de la ecuación de Freundlich obtenidas y comparadas con las registradas en la 

literatura son muy diferentes ya que generalmente es muy dificil comparar los valores de las 

constantes de diferentes trabajos. Estos dependen del material utilizado como adsorbente, por 

ejemplo en el caso particular de el carbón activado es necesario tomar en cuenta el tamaño de 

partícula y el origen mineral o vegetal entre otras características. Es importante la concentración 

manejada del tóxico a adsorber y algunas condiciones de las pruebas de adsorción corno, 

temperatura y pH entre otras. 
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Tabla 21 Constantes de la isoterma de Freundlich 

Tóxico 

(Adsorbato) 

Material 

(Adsorbente) 

% Máximo 

adsorción k n r 

Fenol Carbón activado 79.84 2.00 

0.0478' 

1.93 

2.44' 

0.99 

NR 

2-clorofenol Carbón activado 94.03 322.40 

262.5b  

3.200' 

1.48 

11.90b  

0.143' 

0.94 

NR 

0.998' 

2,4 -diclorofenol Carbón activado 99.74 238.28 

2.89' 

1.87 

0.09' 

0,98 

0.99' 

2,4,6-triclorofenol Carbón activado 99.84 147.53 

3.06' 

2.25 

0.08' 

0.97 

0.99' 

Fenol Tezontle 8.12 1.68 1.49 0.95 

Fenol Alginato de calcio 13.21 1.59 1.52 .0.96 

2-clorofenol Alginato de calcio 38.31 15.32 4.65 0.90 

2,4 -diclorofenol Alginato de calcio 31.34 6.63x10' 5.06x10.7  0.97 

2,4,6-triclorofenol Alginato de calcio 40.47 5.77x10'4  3,15x105  0.98 

Fenol Arena -- - - 

Notas: 
N.R. no reportado 
e  (Singer y Yen, 1990) 
b  (Vidic, 1992) 
(Peter, 1995) 

En términos generales se observa la disminución del valor de la constante k a medida que 

aumenta el número de cloros presentes en la molécula del tóxico, teniendo el 2-clorofenol el valor 

más aho, mientras que el 2,4,6,-triclorofenol el más bajo. 

Esta relación se puede interpretar como la existencia de una mayor afinidad de el 2-clorofenol a la 

adsorción en carbón activado que el 2,4-diclorrofenol y 2,4,6-triclorofenol. Lo anterior se basa en 
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que un sistema de adsorción con valor de k mas alto presenta una mayor y mejor afinidad entre 

adsorbato y adsorbente. 

La finalidad de la realización de pruebas de adsorción de los tóxicos en los materiales sin biomasa 

inmovilizada es determinar el nivel de afinidad de los fenoles a los materiales ya que, se beneficia 

la disponibilidad del tóxico en el biocatalizador para su mejor biodegradación. 

La adsorción máxima de fenol 1 g/L para el carbón activado fue de 79%, y en el caso de 

clorofenoles 0.1 g/L, de 99%. 

El tezontle y el alginato de calcio lograron una adsorción máxima de fenol 1 g/L de 8% y 13% 

respectivamente. Estos dos materiales no lograron tan altas eficiencias de adsorción como el 

carbón activado, pero tienen capacidades de adsorción interesantes, que demuestran una 

moderada afinidad por los tóxicos. En el caso particular de la arena, no se observó adsorción de 

tóxicos. 

4.1.5. Elección del biocatalizador para su utilización en columna empacada 

En la elección del material a utilizar para la fabricación del biocatalizador es importante evaluar 

las ventajas y desventajas que presenta cada uno de ellos. 

Se procedió a realizar una comparación de dichas características con la finalidad de elegir el que 

mayores ventajas ofrezca a nuestras conveniencias. Dentro de las características mas importantes 

a tomarse en cuenta se encuentran: la dureza, la capacidad de inmovilización de células, la 

capacidad de adsorción de tóxicos, su abundancia y disponibilidad, el costo del proceso de 

inmovilización, la factibilidad y la economía del proceso. 

A continuación en la Tabla 22 se presentan de manera cualitativa las características de los 

materiales. 
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Tabla 22 Comparación de soportes 

Material 

1 

Dureza Capacidad de 

inmovilización 

Capacidad de 

adsorción de 

tóxico 

Facilidad y 

economía en la 

técnica de 

inmovilización 

Economía en 

Precio 

Arena 
1 

Buena Baja Baja Buena Buena 

Tezontle Buena Media Media Buena Buena 

Carbón 

activado 

Media Buena Buena Buena Baja 

Alginato de 

a 	calcio 

Baja Buena Media Baja Media 

Todas las características se contemplaron con la visión de utilizar los biocatalizadores en el 

posterior escalamiento del proceso. 

En la dureza, los materiales inertes mostraron una enorme superioridad ante la matriz 

polimérica, Una de las desventajas que presenta la inmovilización en alginato de calcio, es su alta 

deformación por esfuerzo en el intercontacto de las partículas al ser empacadas, además de ser 

soluble en condiciones extremas de acidez y alcalinidad, además de ser sensible a la presencia de 

iones posiblemente presentes en aguas contaminadas a tratar. 

En cuanto a la capacidad de inmovilización de células, el carbón activado y el alginato de calcio 

presentaron los valores más altos, seguidos del tezontle, quien mostró una buena capacidad de 

inmovilización de 1.39x1011  UFC/g. La arena, en cambio, por sus características fue 

descartada como posible soporte en el trabajo posterior. 

En cuanto a la capacidad de adsorción de tóxicos, como ya se discutió anteriormente, el carbón 

activado mostró las mejores características como adsorbente, mientras que el alginato de calcio y 

el tezontle tuvieron capacidades medias de adsorción de tóxicos. 
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Si se analiza la factibilidad de la técnica de inmovilización, en el caso de tezontle y el carbón 

activado realizadas por adsorción, la técnica es sencilla y en consecuencia económica. En el caso 

de la inmovilización en alginato de calcio, es necesario montar una metodología compleja 

(descrita en materiales y métodos), que implica mayores recursos y altos costos de fabricación. 

El precio de los materiales en el mercado mexicano fue calculado para cada material y se 

presentan a continuación en la Tabla 23: 

Tabla 23 Precios de materiales-soportes 

Material 	 Precio (Dólares arnericanos/kg~c) 

Arena 	 0.04 

Tezontle 	 0.15 

Carbón activado 	 1.78 

Alginato de calcio 	 0.95' 

a  con base en requerimientos de esferas al 3% 

La arena y el tezontle presentaron los costos más bajos, seguidos del alginato de calcio y el 

carbón activado. 

De acuerdo con toda la evaluación anterior se decidió probar como empaque al tezontle. el 

carbón activado y el alginato de calcio. 
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4.2. Pruebas de remoción de fenoles por medio de biocatalizadores 
empacados en columnas 

4.2.1 Biodegradación de fenol mediante columnas empacadas con biocatalizador de 
tezontle, alginato de calcio o carbón activado 

De manera comparativa se realizaron pruebas de biodegradación de fenol utilizando al 

tezontle, el alginato de calcio y el carbón activado como materiales-soportes en el 

biocatalizador. Los resultados de las cinéticas de biodegradación de 1000 Eng/L de fenol, son 

mostrados en la Figura 14. Donde se grafica la concentración de fenol en función del tiempo 

de degradación. Mientras que a la columna empacada con tezontle le tomó 190 horas, para 

finalizar la reacción en la columna empacada con alginato se emplearon 120 horas y en la de 

carbón activado solo 24 horas. 
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Figura 14 Cinéticas de degradación de 1000 g/L de fenol en columnas empacadas con 

biocatalizadores de tezontle, carbón activado y alginato de caldo. 
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Es importante señalar que en el caso de la columna empacada con carbón activado, buena 

parte de la remoción se logra únicamente por el fenómeno de adsorción ya que el proceso de 

adsorción en el carbonó puede ser mayor que la biodegradación. Para disponer de datos más 

representativos, debe trabajarse la columna por lapsos mayores, hasta lograr una saturación 

del carbón activado. En cuanto a la comparación del sistema de tezontle y alginato de calcio, 

éste último degradó en 36% mas rápido que el primero, siendo muy aceptable el sistema de 

tezontle. Recordemos que el sistema de tezontle es una inmovilización por adsorción, siendo 

más económico y sencillo en su realización, obteniendo éste una atractiva actividad y 

velocidad de biodegradación comparado con el sistema de alginato de calcio que es 

inmovilización por atrapamiento. 

Las actividades de los tres sistemas en la biodegradación de un nivel superior al 95% son 

mostradas en la Figura 15, donde el alginato de calcio supera por casi tres veces al sistema 

de tezontle. 

TEZONTLE 
	

ALGINATO DE CALCIO 	 CARBÓN ACTIVADO 

SOPORTE o MATERIAL DE INMOVILIZACIÓN 

la DEGRADACIÓN o REMOCIÓN MEMPO DE DEGRADACIÓN (h) CIACTIVIDAD VOLUMÉTRICA (mg/Ld(a) 

Figura 15 Comparación de tres biocatalizadores (tezontle, alginato de calcio y carbón activado) 

para la biodegradación de fenol (1000 mg/L) 
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Lo último es de sumo interes ya que la técnica de inmovilización por adsorción es más fácil, 

y económica, lo que confiere al tezontle una posibilidad amplia de aplicación al no solo fijar 

un número considerable de microorganismos. sino además presenta un cierto potencial de 

adsorción. 

Biodegradación de fenoles mediante un biocatalizador de tezontle 
empacado en columna 

Se empacó con tezontle la columna y se operó de acuerdo a lo descrito en el capitulo 3. Se 

realizaron 16 pruebas en operación por lote con la intención de observar el efecto que ejerce el 

tipo y concentración de tóxico en la población de bacterias y en la actividad de biodegradación. 

Además se observó el efecto de la temperatura, pH y el nivel de oxígeno disuelto en la 

degradación de fenoles. 

En la Tabla 24 se muestran las experiencias de biodegradación de forma cronológica. 

El biocatalizador de tezontle empleado en las pruebas del apartado anterior, fue guardado por 

1872 horas a 4°C y reactivado con medio YPG durante 24 horas. Alcanzando una alta 

concentración de biomasa inmovilizada. Se sometió el sistema a las 16 experiencias, registrando 

las cinéticas de degradación de los tóxicos y la cuantificación de biomasa en el biocatalizador. 

En la Tabla 25 se muestran los resultados de las pruebas de forma cronológica. En la Tabla 26 se 

muestran las actividades de biodegradación volumétrica en mg/L día por unidad de volumen de 

reactor, actividad por kilogramo de biocatalizador mg/kg, día y actividades específicas como 

mg/UFC día. 
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Tabla 24 Pruebas de biodegradación realizadas en la columna empacada 
con biocatalizador de tezontle 

No. Tóxico Concentración 
(1118/1-.) 

Parámetros de 
operación 

1 Fenol 100 TNC 

2 Fenol 100 TNC 

3 Fenol 500 TNC 

4 2-clorofcsiol 350 TNC 

5 2,4-diclorofenol 100 TNC 

6 2,4-didorofenol 500 TNC 

7 2,4,6-triclorofenol 125 TNC 

8 Fenal 1000 TNC 

9 2-dorofenol 500 TNC 

10 2,4,6 -triclorofend 350 TNC 

11 2-clorofenol 100 35°C 

12 2-clorofenol 100 15°C 

13 2-clorofend 100 TNC 

14 2-clorofenol 100 TNC, pHini=8 

15 2-clorofenol 100 TNC 

16 2-clorofenol 100 TNC, SSO 

Nota: 

TNC: Temperatura No Controlada 	SSO: Solución saturada de oxigeno 	pHini: pH inicial de la solución 
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Tabla 2S Historia de la operación de la columna empacada con biocatalizador de tezontle 

Toxico Con. inicial (ingIL) Con. final (mg/L) 
. 
Horas de operación UFC/g c., 

., 	  
Peso cal. (g) % Degradación 

Inicial (inmovilización) - - ((24)) 1,39E+11 31,8 - 
Reactivación - - (-1872) 1,55E+13 31,77 - 
Fenol (TNC) 103 23 96 2,48E+09 31,75 77,5 
Fenol (TNC) 91 42 96 2,48E+09 31,73 95.3 
Fenol (TNC) 587 38 216 5,67E+11 31,71 93,4 
2-clorofenol (TNC) 349 4 147 1,11E+12 31.69 98.8 
2,4-diclorofenol (TNC) 101 6 79 5.38E+09 31,67 94,0 
2,4-diclorofenol (TNC) 480 4 90 2,36E+10 31,65 91,6 
2,4,6-triclorofenol a 	(TNC) 125 28 99 1,68E+07 31,63 77,8 
Fenol (TNC) 966 46 190 2,64E+07 31,61 95,2 
2-clorofenol (TNC) 518 6 119 1,76E+10 31,59 98.8 
2,4,6-triclorofenol (TNC) 358 17 95 9,78E+08 31,57 95.2 
2-clorofenol (35°C) 100 9 28 2,21E+12 31,55 94,4 
2-clorofenol (15°C) 97 6 114 4,30E+10 31.53 93,5 
2-clorofenol (TNC) 109 6 67 6,84E+06 31,51 94,2 
2-clorofenol (pH=8) 102 7 42 1,07E+09 31,49 92.8 
2-clorofenol (TNC) 105 6 68 5.87E+08 31,47 93,9 
2-clorofenol (SSO) 100 6 40 	_ 3,03E+09 31,45 93,4 

Notas: 
TNC: Temperatura no controlada. 
a: Interrupción de operación por ruptura de manguera. 
("C) : Temperatura de operación. 
sso : solución saturada de oxígeno 
(pH=1 : pH inicial para la degradación. 
(( )) : Tiempo de almacenamiento Refrigeración a 4°C 
( ) : Tiempo de inmovilización 
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Tabla 26 Actividad de la columna empacada con biocatalizador de tezontle 

Toxico ACTIVIDAD (ngil..die) ACTIVIDAD (ingils...dia) ACT ImpoUlladier1b11 
intim  immeomio • • • 

Reacuvactán - • - • 
Femot I  • 68,72852234 62.97403706 2.539273688 
Fazol ¡n'Ir  42,09621993 38,59643816 1,55630799 
Ilmol lffs" 209,6219931 192.3183632 0033918583 

2‹lnrafm0111111  193.5619609 177.6983488 0.016008878 
2.4•cticken4Mo1 "14-  99.17786768 91,10847461 1,693466071 
2.4•dicInnimoi11Nr  436.1970218 400.9635182 1.699006433 

2A.64zichadmol ' 1/&' 81.05800271 74,53911273 443,8042425 
Fenol l"I  - 399.3488877 167,5682543 1392.303994 

2-clain4mol I")  354.8470935 326.819254 1.836927579 
3.4.6-Tridtedumi t"'cl  296,0390667 272.8327117 27.89700631 

ti  - "ami2-clorchnol 265.9793814 145,1881851 0,011099013 
2-clomrenol I7I'll  65,61765238 60.5523159 0,140819339 
2-clorotervol 11411  126.542545 	1 116.8498685 1708.331411 
2-clorofenol 7°11  185.9597447 171.8273851 2.539273688 
2olorofenol ""'-' 119.3876289 110.3711061 1,55630799 
2-clorolenol'-" 192,16494145 177.7917934 0,033918583 

wic  Temperatura no controlada. 
• Intemmoón de operación por ruptura de manguera. 
1." Temperatura de operación. 
". solución saturada de oxigeno 
4.4" pH inicial pare la degradación. 
( ) Tiempo de inmomlizacion 
(U) 	Tiempo de almacenamiento Refrigeración e 41°C 

4.3.1. Cuantificación de la población bacteriana del biocatalizador empacado en columna 

Durante la operación de la columna empacada con biocatalizador en las 16 experiencias 

realizadas, se cuantificaron las poblaciones bacteriológicas del biocatalizador. Se muestran en la 

Figura 16 las UFC/gui  (Unidades formadoras de colonias / gramo de soporte de biocatalizador) al 

finalizar cada prueba vs el tiempo acumulado de operación de la columna empacada. 
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El sistema mantuvo niveles atractivos de población bacteriológica, iniciando la operación se 

presentó un decremento significativo mostrado en las experiencias I y 2 donde llegó a 2.48x10°  

UFC/g,,,, a partir de un valor inicial de 1.55x1013  UFC/g.i. Lo anterior se atribuye a una 

desestabilización del sistema sometido a tóxico (fenol), a partir de estos puntos se desarrolla una 

adaptación; logrando posteriormente un incremento considerable hasta 5.67x1011UFC/g., 
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Figura 16 Comportamiento de biomasa durante la historia de la columna 

empacada con biocatalizador de tezontle 

El sistema mostró los mayores decrementos de biomasa en la experiencias 6.11 y 12. En la 

experiencia 6 se muestra una disminución causada por una alta concentración (500 mg/L) de 

2,4,6-triclorofenol de 2.36x101°  UFC/g,,,, a 1.68x107  UFC/g.c.,, .En el caso de las experiencia 11 se 

atribuye la disminución a una desestabilización en el estado fisiológico de las bacterias causado 

por un decremento en la temperatura de operación ( I5°C). El decremento fue de 2.12x1012  

UFC/g,,, a 4.30x101°  UFC/g,.. 
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En el caso de la experiencia 12 su disminución de 4.30x101°  UFC/g., a 6.84x106  UFC/g,, se 

asigna a el transtonm fisiológico causado por la experiencia anterior de temperatura de operación 

de 15°C. 

A pesar de haber sometido al sistema a diferentes tipos de tóxicos y concentraciones de los 

mismos, mostró siempre un alto nivel de capacidad de retención de biomasa activa, entre lx107  y 

lx1012  UFC/gat  que es aceptable aún operando en condiciones de temperatura no controlada 

(TNC), en la mayoría de las experiencias realizadas. 

4.3.2 Tiempos y porcentajes de degradación 

Los porcentajes de degradación del sistema fueron los parámetro que se utilizaron para decidir el 

tiempo final de operación por biodegradación de cada experiencia. En la Figura 17 se muestran 

los tiempos de operación que se requirieron para alcanzar porcentajes de biodegradación 

superiores al 90%. 

Los tiempos de degradación del mismo tipo de fenol no son porporcionales a la concentración del 

tóxico. Esto es observado con mayor claridad en el caso de fenol y 2-clorofenol. El tiempo de 

biodegradación depende del tipo y concentración del tóxico y de la adaptación del sistema a los 

tóxicos. 

Un ejemplo es el caso de fenol a 500 inWL donde se utilizaron 216 horas, mientras que para el 

fenol 1000 ing/L el sistema tardo un tiempo de 190 horas, no existiendo un aumento 

proporcional del tiempo de operación, contrariamente a lo esperado. Lo anterior es explicado por 

medio de la influencia de la adaptación del sistema a los tóxicos, siendo la historia de operación 

de la columna un factor importante para determinar el aumento de la actividad de biodegradación 

de los tóxicos. 
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También se observó una disminución en los tiempos de degradación en condiciones de operación 

de 35°C, a un pH inicial de operación de 8 y con una solución saturada de oxígeno, de manera 

independiente. Las pruebas anteriores mostraron un apreciable aumento en su actividad 

biodegradadora del tóxico comparadas con aquellas donde no fueron controladas en el sistema. • 
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Figura 17 Tiempos y porcentajes de biodegradación de fenoles a diferentes concentraciones y 
variables condiciones de operación por columna empacada con biocatalizador de tezontle 
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4.3.3 Efecto de la concentración de tóxico 

Es importante estudiar la influencia de las concentraciones de los tóxicos en la operación del 

sistema. En las Figuras 18 se muestran las cinéticas de degradación utilizando concentraciones de 

100, 500 y 1000 rng/L de fenol. En las cuales se aprecia que no existe una proporción directa 

entre las concentraciones y los tiempos de biodegradación obtenidos, lo anterior soltribuye á que. 

las pruebas fueron realizadas en diferentes etapas de adaptablilidad del sistema a los tóxicos. 
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Figura 18 Cinéticas de biodegradación de fenol para diferentes concentraciones iniciales 

Para observar el efecto de las altas concentraciones de tóxico en la biomasa se analizó el caso 

particular de fenol 1000 mg/L en el que se presentó un incremento en la biomasa contenida en el 

biocatalizador, pasando de 1.68x107  UFC/gcat  a 2.64x101  UFC/ge. al final de la biodegración, lo 

que demuestra que no hubo una intoxicación del microorganismo. 
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Figura 19 Degradación de fenol a diferentes concentraciones iniciales 

Para el caso de la biodegradación de 2-clorofenol a 100, 350 y 500 mg/L mostrados en las 

Figuras 20 y 21 se tienen resultados similares a los obtenidos para el fenol, donde no se observa 

una relación lineal entre la concentración del tóxico y el tiempo de degradación. Además de tener 

un tiempo menor de degradación a 500 mg/L que a 350 tng/L, lo que se explica por la adaptación 

del microorganismo (historia de la columna). Así al aumentar las actividades a medida con el 

tiempo de operación de la columna, se logra una mejor adaptación microbiológica al tóxico. 
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Figura 20 Cinética de degradación de 2-clorofenol para diferentes concentraciones iniciales 

(100, 350, 500 mg/L) 

La biodegradación de 2-clorofenol no presentó tampoco proporcionalidad respecto a la 

concentración del tóxico. Los tiempos de degradación en el caso de 500 ing/L de 2-clorofenol es 

119 horas y para 350 ing/L de 147 horas, lo que en sí es una incongruencia. Lo anterior se 

atribuye a una capacidad diferente de biodegradación debida a una adaptabilidad adquirida 

durante el tiempo de operación de la columna. 

Cabe resaltar que en el caso de 2-clorfenol a 350 ing/L se realizó a 408 horas de la vida activa 

total de la columna, mientras que para biodegrdar 500 mg/L se realizó a las 1013 horas de la vida 

activa total de la misma, teniendo diferentes adaptabilidades y por lo tanto diferentes capacidades 

de biodegradación. Por lo que las experiencias realizadas en tiempos considerables de vida y 

operación de la columna se muestran menores tiempos de degradación y con mayores 

actividades. 
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En los resultado de actividades mostrados en la Figura 21 se ve reflejada la incongruencia de una 

menor actividad a una concentración mas baja, debido a los tiempos de biodegradación obtenidos 

anteriormente discutidos. En trabajos reportados en la literatura no existen comparaciones de las 

actividades y comportamiento del microorganismo(s) ante diferentes concentraciones a 

biodegradar. 

En la comparación de biodegradación de tóxicos a diferentes concentraciones iniciales, las 

actividades de una sistema se ven afectadas por el tiempo de degradación y por la concentración 

del tóxico; en el caso de altas concentraciones, las actividades se ven beneficiadas por tener 

mayor disponibilidad del tóxico provocado por una mayor velocidad del difusión. Siendo válido 

hasta niveles que no provoquen la intoxicación de los microorganismos en el sistema. 

Los trabajos encontrados en la literatura, no mencionan el tiempo de vida total a la cual se 

realizaron las pruebas que reportan. 
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Figura 21 Degradación de 2-clorofenol a diferentes concentraciones iniciales 
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4.3.4. Efecto de la temperatura sobre la actividad del biocatalizador 

Para evaluar el efecto de la temperatura se realinron pruebas a diferentes temperaturas de 

operación (temperatura no controlada, 15°C 'y 35°C) en la degradación de 100 mg/L de 2-

clorofenol. Los resultados de las cinéticas son mostrados en la Figura 22. En la que se muestra 

que para obtener porcentajes de degradación iguales, se requirieron tiempos muy diferentes. En el 

caso de la experiencia a temperatura no controlada se observó un tiempo de degradación de 114 

horas, comparado con el de la operación a 35°C, que fue de 28 horas. 
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Figura 22 Cinéticas de degradación a diferentes temperaturas de operación. 
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Adicionalmente, la operación a 15°C se vió afectada gravemente por la disminución de población 

de microorganismos contrariamente a lo sucedido a 35°C, donde se observó un crecimiento 

considerable de bacterias. 

En la operación a 15 °C el tiempo de biodegradaCión fue de 114 horas, siendo 1.7 veces el 

requerido a temperatura no controlada, y 4 veces por el requerido a 37 °C de temperatura de 

operación. En la operación a temperatura no controlada la actividad es aceptable, pero no 

comparable con la de operación a 35°C, ya que ésta es superior al doble de la actividad a 

temperatura no controlada y cerca de 5 veces comparada con la de operación a 15°C como se 

muestra en la Figura 23. 
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Figura 23 Biodegradación de 2-clorofenol 100 mg/ a diferentes temperaturas de operación 
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Los resultados anteriores sugieren que la bacteria es rnesófíla, por lo que muestra mejores 

actividades de biodegradación a temperaturas cercanas a 35°C. 

En algunos trabajos reportados se recomiendan temperaturas cercanas a los 35°C, existiendo 

repones de temperaturas recomendadas menores como 25°C para un'Sistema 

poliacrilamida-hidrazida por Bettman y Rhem (1984). La .teinperitUra.  es un 'paráiiiiirO 

importante en la operación de los sistemas inmovilizados para la eliminación de tóxicos, según 

trabajos reportados se recomiendan temperaturas cercanas a los 35°C ya que en esta los 

microorganismos tienen mayor actividad enzimática y de esta manera adquieren mayor capacidad 

biodegradadora ante el tóxico. 

Es importante no perder de vista el hecho de que el aumentar la temperatura a 35°C, implica un 

costo energético y por tanto económico para el sistema. 

4.3.5. Efecto del pH sobre la actividad del biocatalizador 

Para observar el efecto del pH sobre la actividad, se realizaron experiencias de degradación de 

100 mg/L de 2-clorofenol variando el pH inicial de la solución tóxica. En la primera experiencia 

no se modificó el pH inicial mateniéndose en un valor de 6.79 y en la segunda se llevó la solución 

a un valor inicial de 8.04. Los resultados de las cinéticas de biodegradación son mostrados en la 

Figura 24, donde se puede apreciar que durante la biodegradación de 2-clorofenol varía el pH de 

la solución tóxica debido a la transformación de las substancias. En efecto, en el caso de una 

mineralización, el CO2  producido y el C14  liberado acidifican la solución. El cambio total de pH 

de ambas soluciones fue de aproximadamente de 1.5 unidades en ambas pruebas debido a tener 

las mismas concentraciones iniciales de tóxico. 

1:11- 
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Figura 24 Cinética de degradación y pH de 2-clorofenol (100 mg/L) 

con diferentes pH iniciales 

Es importante señalar que el cambio más pronunciado de pH en ambas pruebas es a partir de la 

eliminación del 80% de 2-clorofenol en la solución. En el caso de variar el pH en 1.25 unidades, 

de 6.79 a un valor de 8.04 significó una disminución en el tiempo de biodegradación de 34%. 

Al trabajar la columna a un pH inicial ligeramente básico disminuye el tiempo de degradación del 

mismo compuesto en condiciones iguales de operación y sin variar el pH. Adicionalmente a un 

pH de 8.04 se presenta en el sistema un crecimiento considerable de microorganismos (6.84x10 

UFC/gcat  a 1.07x109  UFC/g.4.). 
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A un pH inicial de la solución de 8.04 aumenta la actividad del sistema en 33% respecto a la de 

6,79, mostradas en la Figura 25, teniendo una gran influencia el pH de la solución tóxica sobre el 

sistema, ya que bajo algunos valores de pH se ven favorecidas ciertas reacciones enzimáticas para 

la biodegradación del tóxico por la bacteria. • 
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Figura 25 Degradación de 2-clorofenol 100 mg/L a diferentes pH iniciales 

4.3.6. Efecto del oxígeno disuelto en la biodegradación 

El sistema de biodegradación es de tipo aerobio, por lo que la presencia de oxigeno es 

indispensable para llevar a cabo la oxidación de los compuestos tóxicos. Las experiencias 15 y 16 

se realizaron para medir la influencia del oxigeno disuelto (0.D.). 
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La primera se realizó sin modificar su contenido de oxígeno disuelto, en el caso de la segunda, se 

operó con una solución rica en este compuesto. Los resultados obtenidos son mostrados en la 

Figura 26 

TIEMPO (h) 

"1-2-CLOROFENOL (mg/L) (OXIGENO DISUELTO INICIAL 5.03 mg/L) 

--4-2-CLOROFENOL (mg/L) (OXIGENO DISUELTO INICIAL 7.70 mg/L) 

—0—NIVELES DE OXIGENO DISUELTO (mg&) (0.0, InIcIa1=5,50) 

—II—NIVELES DE OXIGENO DISUELTO (mg/L) (0.0. InIclele7,70) 

Figura 26 Cinéticas de degradación de 2-clorofenol (100 mg/1) 

con diferentes niveles de oxigeno disuelto. 

La solución no modificada inicia con 5.69 mg/L de oxígeno y finaliza a las 68 horas con 2.32 

mg/L de oxígeno. En el caso de la solución saturada de oxígeno el inicio se da con 7.70 mg/L de 

oxígeno y finaliza con 4.22 mg/L. Donde para la experiencia 15 (con solución inicial no saturada) 

su tasa de consumo de oxigeno fue de 4.56x10'12  mg 02/ UFC día y para la experiencia 16 (con 

solución inicial saturada) su tasa de consumo de oxígeno fue de 3.66x10•12  mg 02/ UFC día 

siendo muy semejantes las tasas de consumos de oxígeno. 
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Ambas experiencias tuvieron un consumo de aproximadamente 3.4 mg/L de oxígeno para 

biodegradar 100 mg/L de 2-clorofenol bajo las mismas condiciones de operación. Pero 

obteniendo diferentes tiempos de biodegradación bajo semejantes proporciones presentes de 

UFC/g., en la columna en ambas experiencias. 

Se observa una disminución del 42% en el tiempo de degradación de la solución saturada de 

oxígeno comparada con la no modificada. Respecto a las actividades de los sistemas ésta se 

mejoró con saturación de oxígeno en un 37% comparada con la no saturada como es mostrado 

en la Figura 27. Por lo que respecta a la influencia del nivel de oxígeno sobre la carga biomásica, 

en la experiencia con solución saturada ésta aumentó de 5.87x108  UFC/g.i  a 3.03x109  UFC/gcal  

en el biocatalizador. 
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Figura 27 Degradación de 2-clorofenol con diferentes niveles de oxígeno 
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La mayor disponibilidad de oxígeno en el sistema logró un aumento en la actividad y el 

crecimiento de microorganismos en la columna, por lo que es importante considerarlo para 

mejorar la eficiencia del sistema. Esto tomando en cuenta que los sistemas de aeración 

representan un costos de operación considerable. 	 : • 7,..1 11 • 

4.3.7. Mecanismo de degradación 

La biodegradación de tóxicos tiene como finalidad eliminar la toxicidad del compuesto mediante 

la transformación de éste a otro con menor toxicidad o por una descomposición total hasta 

moléculas elementales (CO2  y H2O) denominada mineralizada. 

En la experiencia 15, la biodegradación de 2-clorofenol 100 mg/L se midieron las cinéticas de 

degradación de fenol, carbón orgánico total asi como pH, mostradas en la Figura 28. 
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Figura 28 Cinéticas de COT y pH en la degradación de 2-clorofenol (100 mg/L) 
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Los resultados de las cinéticas permite observar que durante la degradación, que en la primera 

mitad del tiempo total de operación no se presenta gran disminución de pH, en la segunda mitad 

del tiempo de degradación se presentó la mayor disminución, lo que permite concluir que existe 

una decloración del intermediario alifitico ya que para esta etapa ha disminuido en' 80% el 

clorofenol. En esta etapa se forma ácido clorhídrico que es el compuesto que influye en mayor 

grado a la acidez de la solución, teniendo en cuenta que el dióxido de carbón de la mineralización 

aporta también acidez a la solución por la formación de (HC031H2CO3). Es importante señalar 

que la disminución mas considerable de pH y COT se presentan casi simultáneamente, cuando se 

llega a una eliminación del 80% de 2-clorofenol. 

Por lo que respecta a el COT (carbón orgánico total) su disminución de hasta 86% comprueba 

una degradación basta mineralización mostrado en la Figura 29. 
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Lo anterior sugiere que hay una degradación del tipo decloración del intermediario alifático 

después de la ruptura oxidativa del anillo aromático. Según Uotila, (1993), este mecanismo es 

propio de Pseudomonas, Arthrobacter y Rodococcus en la biodegradación de mono y 

diclorofenoles. 

4.3.8. Actividades de biodegradacióa. 

La evaluación del sistema se realizó mediante el cálculo de las actividades volumétrica, másica y 

específica de cada prueba de biodegradación. 

En la Figura 30 se muestran las actividades obtenidas de las 16 experiencias realizadas. 

Las actividades se calcularon de la siguiente forma:.  

Actividad volumétrica =(Ci-Cf)*V / t*Vc 

Actividad música = 0-cfrvi t*(ma) 

Actividad específica =(Ci-Cf)*V / t*(11FC) 
donde: 	Ci :concentración del inicial del tóxico 

Cf : ancentración foral del tóxico 
V : volumen de la solución tóxica 
Vc volumen de la columna empacada 
t : tiempo de biodegradacick 
ora : kilogramo de empaque 

Existe congruencia en tendencias de comportamiento de las actividades volumétrica y 

específica, existiendo relación entre la actividad por volumen de columna respecto a la 

capacidad de biodegradación por cantidad de microorganismos presentes en el 

biocatalizador, que corresponde a la actividad específica. Las actividades obtenidas son 

mayores para concentraciones altas de tóxicos y a condiciones de operación de 35°C, pH=8 

y con solución saturada de oxígeno. 

Aun existiendo una amplia diversidad de condiciones de operación durante la historia dela 

columna, se obtuvieron altas actividades del sistema comparadas con las registradas en la 

literatura. 

80 



Capitulo 4 
	

Resultados y discusión 

i ..i 
APEA"Ili. 

i 
A 

_ 
liV  1111~111 ymiAlk..  y /ova  mi 

w y 

Ifir  
a 	! e 	i 

j 3 
E 1 	ii 
I 
1  1 

111 
 

1 	I g 

1 	1 
g 

I 	1 
E 	t 

1 	1 
í 	1 

1 

453,03 

1 400,00 

350,00 

o 300,00 

I250,00  

11 200,00 

150,00 

100,00 

50,00 

0,00 

ro 

10000,00 

1calcog 

100,00 g 

10,00 

o 
1,00 

0,10 

0,01 

CONCENTRACIÓN (mg/L) 1"DicióN cle °lució«)  

—4—ACTIVIDAD (n91..die) —é—ACTIVIDAD (malkacal.c114)  —0—ACT  (mg/10041A)i E-11 

Figura 30 Actividades de la operación de la columna empacada con biocatalizador de tezontle 

para biodegradación de fenoles 

4.3.9 Estabilidad del sistema 

El sistema de columna empacada con biocatalizador de tezontle mostró alta capacidad de 

biodegradación de fenoles a pesar de sufrir fuertes cambios de concentraciones y tipos de 

tóxicos en la mayoria de las pruebas. El sistema presentó alta capacidad de biodegradación 

de tóxico durante toda la historia de la columna empacada. Mostrando resistencia sin 

mostrar intoxicación de los microorganismos en condiciones extremas de cambio de 

concentración y tipo de tóxico. Puediendo al controlar parámetros de operación promover 

un mejoramiento en la actividad del sistema. 
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Considerándose estable el comportamiento del sistema durante toda la historia de operación 

de la columna 

La estabilidad del sistema se presentó durante todo el periodo de uso del sistema, mostrando 

adaptabilidad a los tóxicos y presentando en las actividades y la población bacteriológica 

incrementos y decrementos comúnes sin llegar a afectar considerablemente el sistema. 

Cabe señalar que la columna empacada con biocatalizador de tezontle después de las 16 

pruebas realizadas con una operación superior a las 1500 horas continua con buenas 

propiedades para poder seguir siendo utilizada, 
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5. Conclusiones 

Los sistemas con microorganismos inmovilización son una buena alternativa para la eliminación 

de tóxicos a altas concentraciones, mostrando ventajas sobre los sistemas de tratamiento 

convencionales. La actividad de un biocatalizador depende de su capacidad de inmovilización y 

retención de biomasa y capacidad de adsorción del tóxico en el material utilizado como soporte. 

A partir de las pruebas realizadas con diferentes biocatalizadores, en el presente trabajo se 

encontró que: 

El tezontle tiene una buena capacidad de inmovilización de bacterias, además de buenas 

características fisicoquímicas y un bajo costo mostrando ventajas generales sobre otros materiales 

como la arena, el carbón activado y el alginato de calcio. 

El sistema de columna empacada con biocatalizador de tezontle operado bajo condiciones de 

temperatura no controlada, pH no modificado y sin aerar, obtuvo buenas remociones de fenoles a 

altas concentraciones (hasta 500 mg/L de clorofenoles y superiores a 1000 mg/L de fenol), sin 

presentarse intoxicación de los microorganismos. Esto hace al sistema adecuado para el 

tratamiento de efiuentes industriales con altas concentraciones de fenoles, a bajos costos de 

inversión y operación en comparación con los sistemas convencionales. 

Las actividades del sistema de columna empacada con biocatalizador pueden mejorarse con el 

control de parámetros de operación como la temperatura, el pH de la solución y el nivel de 

oxígeno disuelto en ciertos rangos. Para aumentar las actividades del sistema se recomienda 

temperaturas cercanas a los 35°C, teniendo en cuenta el costo económico que esto representa. 

Mantener el pH ligeramente básico (de 7 a 8), aumenta la actividad del sistema. Para el nivel de 

aeración se recomiendan concentraciones cercanas a la saturación de oxígeno disuelto en la 

solución, lográndose una mejora notable en la actividad del sistema. Cabe señalar que los 

sistemas de control de estos parámetros son costosos y tienen elevados costos de operación. 

83 



Capítulo 5 	 Conclusiones 

Se recomienda al biocatalizador de tezontle como empaque de una columna para la 

biodegradación de fenoles en agua por lo siguiente: 

a) Su alta capacidad de inmovilización y retención de biomasa, capacidad de conservación 

de la actividad enzimática durante su almacenamiento en refrigeración, además de sus 

buenas propiedades fisicoquímicas. 

b) Su resistencia a cambios bruscos en las concentraciones de tóxicos. 

c) Su alta actividad aún en condiciones de operación no controladas de temperatura, pH y 

contenido de oxigeno disuelto. 

d) Posible aumento en la actividad del sistema bajo el control de parámetros de operación 

como temperatura, pH y oxígeno disuelto en los rangos recomendados. 

e) Los cortos tiempos de adaptación del sistema el tóxico comparado con los 

convencionales. 

f) Su bajo costo de inversión y operación. 

Recomendaciones 

a) Se recomienda operar el sistema con mezclas de fenoles, para evaluar la influencia de la 

presencia simultánea de los tóxicos sobre la actividad del catalizador. 

b) Evaluar el sistema bajo operación en continuo por periodos prolongados de tiempo. 

c) Realizar el escalamiento del sistema para una mayor capacidad de tratamiento de agua 

contaminada. 

d) Realizar pruebas de biodegradación de aguas residuales industriales contaminadas con 

altas concentraciones de fenoles. 
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Anexo A 

Anexo A 

TABLA Al GRANULOMETRIA DE TEZONTLE 

Nombre del material:Tezontle 
	

Peso seco:500 g. 

Malla No. Apertura (mm) Tare de malla (g) _ Peso de malle Peso retenido % Retenido % Acumulado 
con material (g) (9) parcial 

3/8o 9,5 638,5 675,8  37,3 7,46 7,46 
5/16" 8 886  953,9 67,9 13,58 21,04 
1/4" 6,3 610,3 750,9 140,6 28,12 49,16 

4 4,76 749,9 852,6 102,7 20,54 69,7 
12 1,14 403 

- 	
547,2 _ 144,2 28,84 98,54 

14 1,19 399 399,2 0,2 0,04 98,58 
16 1,13 402,22 402,3  0,08 0,016 98,596 
40 0,402 _ 	393,5 400,6 7,1 1,42 100 

FIGURA Al CURVA GRANULOMÉTRICA DE TEZONTLE 
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Anexo A 

TABLA A2 GRANULOMETRIA DE ARENA 

Nombre del material: Arena 
	

Peso seco:1000 g. 

Malla No. Apertura (mm) Tara de malla (g) Peso de malla Peso retenido % Retenido % Acumulado 
con material (g) (g) parcial 

12 1,41 404 502,14 98,14 9,814 9,81 
14 1,19 400,7 561,6 160,9 16,09 25,9 
18 1,13 404 581,3 177,3 17,73 43,63 
18 0,98 354,97 544 189,03 18,903 62,533 
20 0,8 388,14 437 48,86 4,886 67,419 
30 0,59 385,42 585,3 199,88 19,988 87,407 
35 0,5 328,3 349,8 21,5 2,15 89,557 

Fondos 393,8 479 85,2 8,52 98,077 

FIGURA A2 CURVA GRANULOMÉTRICA DE LA ARENA 
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Anexo A 

TABLA A3 GRANULOMETRIA DE CARBÓN ACTIVADO 

Nombre del material:Carbón vegetal 
Peso seco:200 g. 

1  Malla No. Apertura (mm)`  Tarada melle (g) Peso de malla Peso retenido % Retenido % Acumulado 

con material (g) (g) parcial 
10  2 395,5 396,95 1,45 0,725 0,725 
12 1,41 404 423,5 19,5 9,75 10,475 
14 1,19 400,7 452 51,3 25,65 36,125 
18 1,13 404 482 58 29 65,125 
18 0,96 354,97 413,5 58,53 29,265 94,39 
20 0,8 388,14 398,8 8,66 4,33 98,72 

Fondos Fondos 393,4 394,4 1 0,5 99,22 

FIGURA A3 CURVA GRANULOMETRICA DEL CARBÓN 
ACTIVADO 
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Anexo B 

Anexo B 

TABLA B1 ADSORCIÓN DE FENOL EN CARBÓN 

"CONCENTRACIONES" 

TIEM (min) CARA. (OILLCAR13. (2"," CARb. (4g/L) CARB.(61/14 < CARB. (8p/4 CARB. (10g/L) 
0 0,995793 0,9957932 1,000249 1,0210416 0,8873736 0,9586632 
3 0,954208 0,9378704 0,943811 0,7507352 0,6809308  0,6363748 
8 1,021042' 0,8546992 0,615582 0,6467712-  0,5472628 ' 0,4180504 

20 1,028468 0,7878652 0,59776 0,4937956 0,4210208 ' 	0,3215124 
50 1,026982 0,7076644 0,56063 ' 0,45221 0,3363644 0,2754712 
100 1,000249 0,6556824 0,475973 ' 0,3883464 0,2977492 0,2175484 
160 1,021042 0,5873632 0,504192 0,3898316 0,2903232 0,2086372 
230 0,979456 0,6393452 0,539837  0,385376 0,2754712 0,2026964 
280 1,022527 0,6779604' 0,527955 0,4031984 0,2754712 ' 0,2041816 

FIGURA 111 ADSORCIÓN DE FENOL EN CARBÓN 
ACTIVADO 
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Anexo B 

TABLA B2 ISOTEMA DE ADSORCIÓN DE FENOL EN CARBÓN ACTIVADO 

X(g/L) Ceq (g/L) (X/Ceq) LOG Ceq LOG (X/Ceq) % ADSORCIÓN 

2 0,587363 3,405049 -0,2310934 0,53212341 41,58 
4 0,475973 8,403835 -0,3224175 0,924477491 52,66 
6 0,387851 P'15,46986 -0,4113351 1,189486335 61,42 
8 0,275471 29,04115 '--0,5599238 1,463013786 72,6043 
10 0,20269 49,33643 —_,.. -0,6931677 1,693167677 79,84 

FIFURA B2 ISOTERMA DE ADSORCIÓN FENOL EN 
CARBÓN ACTIVADO 

.0,693167677 -0339923799 .0,411333084 

LOG Ceq 

-03224175 -0,231093415 
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Anexo B 

TABLA B3 ADSORCIÓN DE 2-CLOROFENOL EN CARBÓN ACTIVADO 

"CONCENTRACIONES" 

IEMPO (mirt); CÁRBáll Opyll tAkvado-AilrAM(44 lAállórgyi.LcAPIMN (kW dAkta (4)11- 
0 0,104811 0,106452 0,106042 0,104811 0,103375 0,1039907 
1 0,10153 0,09025 ' 0,087584 0,063589 ' 0,008831 0,0203161 
3 0,102555 0,081021.  0,050053 0,012523 ' 0,007601 0,0059601 
5 0110276 ' 0934672 Q1047387 0,0075 
8 0,103991 0,033236-*  0,037338^  
10 0,098658 0,027084 0,022777 
20  1092916 ' 1022777 0,012728 
40 0,088199 - 0010677 - 0,0084 - 
60 0,086353 0,009241 
90 0,089019 _ 0,009159 

FIGURA B3 ADSORCION DE 2-CLOROFENOL EN CARBÓN 
ACTIVADO 
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Anexo B 

TABLA 84 ISOTERMA DE ADSORCIÓN 2-CLOROFENOL EN CARBÓN 

— 	, 
X (g/L) 

- -- 	- 
Ceq (g/L) 

— 
Loa Coq 

-- 	- 	 - 
Log (X/Ceq) % ADSORCIÓN 

2 0,00915 -2,03857891 2,339608902 90,85 
4 0,0084 -2,07572071 2,677780705 91,6 
6 0,0075 -2,12493874 	2,903089987 92,5 
8 0,0076 -2,11918641-  3,022276395 92,4 
10 0,0059 -2,22914799 3,229147988 94,1 

TABLA 114 ISOTERMA DE ADSORCIÓN DE 2- 
CLOROFENOL EN CARBÓN ACTIVADO 

-2,24 -2,22 -2,2 -2.18 -2.16 -2,14 -2,12 -2,1 -2,08 -2,06 -2.04 -202 

LOG Ceq 
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Anexo B 

TABLA BS ADSORCIÓN DE 2,4-DICLOROFENOL EN CARBÓN ACTIVADO 

"CONCENTRACIONES 

TIEMPO (min) CARD. (OfiL)  CARB. (2g/L) CARB. (44/L) CARB. (6g/L) CARB. (14/L) CARB. (104) 

0 0,0833346  0,09241 0,113413 0,11108  0,115747 0,09526238 
1 0,1040786 0,092151 .- 0,078926 ' 0,068036 0,065184 0,04651398 
3 0,0833346 0,090854 '- 0,036661 ' 0,036661 0,026807 0,00761898 
5 0,0846311 0,069073' 0,037438 '0,029659 0,006582 0,00217368 
8 0,0799637 0,064146 0,016176 0,003989 0,002433 
10 0,0822974 0,025251 0,013324 0,00347 
20 0,0799637 0,012546 0,003989 
50 0,0688138 0,005545 .¿ . 
80 0,0719254 

TABLA B5 ADSORCIÓN 2,4-DICLOROFENOL EN CARBÓN 
ACTIVADO 
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FIGURA B6 ISOTERMA DE ADSORCION DE 2,4- 
DICLOROFENOL EN CARBÓN 
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Anexo B 

TABLA B6 ISOTERMA DE ADSORCIÓN 2,4-DICLOROFENOL EN CARBÓN 

X(g11) Ceq (g/l) (Meg)LOG Ceq LOG QUCeq) %o DE ADSORCIÓN 

2 0,005545 360,7113 --2,25613 ' 2,55716 99,34769412 
4 0,003989 1002,808 -2,39916 3,001218 99,53072941 
6 0,00347 1729,007—  -2,45965' 3,237797 99,59174118 
8 0,002433 3288,122 -2,61386 3,516948 99,71376471' 
10 0,002174 4600,451, -2,6628 3,6628  99,74427059 

LOG Ceq 
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Anexo B 

TABLA 137 ADSORCIÓN DE 2,4,6-TRICLOROFENOL EN CARBÓN 

"CONCENTRACIONES" 

TIEMPO (mn) CARBON (00) CARBÓN (2j) CARBÓN (4e(1) CARBON (6811) CARBON (BO) CARBON (100 

0  0,10058 0,084776 0,0915013 0,0851125 0,0861213 0,0824225 
1 0,099235 0,06561 0,0635925 ' 0,058885 0,0363563 0,03164875 
3 0,089484 0,056868 ' 0,0514875 0,042745 0,0218975 ' 0,00141988 
5 0,088475 0,06561 0,0272775 0,0363563 0,002395 , 
8 0,08713 0,041064 ' 0,0343388 0,0141638 
10 0,091838 0,048461 ' 0,03333 0,0034038 
20 0,0952 0,047453 0,0148363 
50 0,092846 0,014164 0,0081113  
80 0,093855 0,013828 0,0017225 

TABLA 87 ADSORCIÓN DE 2,4,6-TRICLOROFENOL EN 

0,12 	 CARBÓN  

--S- CARBON (00) 	 CARBON (20) 	 CARIIÓN (41) 

-hl-CARBÓN (60) 	-O- CARBÓN (86/1) 	 CARBON (100) 

100 



Anexo B 

TABLA B8 ISOTERMA DE ADSORCIÓN DE 2,4,6-TRICLOROFENOL EN CARBÓN 

X (gil) Ceq (gil) _ (X/Ceq)  LOG Ceq (gil) _ LOG (X/Ceq) %e DE ADSORCIÓN 
2 0,013828 144,6341 . -1,859240629 -1 

2,160270625 98,51471536 
4 0,001723 2322,206 -2,763840769 3,365900761 99,81498389 
6 0,003404 1762,736 -2,468035966 3,246187216 99,63439313 
8 0,002395 3340,292 -2,620694482 3,523784469 99,74274973 
10 0,00142 7042,749 -2,847742241 3,847742241 99,84748657 

FIGURA 118 ISOTERMA DE ADSORCIÓN DE 2,4,6- 
TRICLOROFENOL EN CARBÓN 
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FIGURA B9 ADSORCIÓN DE FENOL EN ALGINATO DE 
CALCIO 
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Anaxo B 

TABLA 89 ADSORCIÓN DE FENOL EN ALGINATO DE CALCIO 

"CONCENTRACIONES" 

fik.MPO (rain ALGIN (01/L) ALGIN9.11) ALGIN (l'ÉL) ALGIN (6g/L) ALGIN (88/L) ALGIN (I Og/L) 
0 0,992823 0,9809419 0,9779715 0,9779715 0,9764863 0,98094188 
2 0,989853 0,9794567 -0,9750011 0,9750011 0,9452971 0,93638588 
5 0,986883 0,9735159 0,9660899 0,9705455 0,9319303 0,91113748 
10 0,989853 0,9720307' 0,9616343 0,9794567 0,9096523 0,87846308 
30 0,982427 0,9705455 0,9720307 0,9660899 ' 0,8977707 0,85321468 
60 0,977971 0,9750011 ' 0,9542083 0,9363859 0,8903447 0,87400748' 
100 0,980942 0,9720307 0,9616343 0,9274747 0,9022263 0,87697788 
150 0,979457 0,9750011 0,9571787 0,9319303' 0,9066819 ' 0,89331508 
225  0,975001 0,9705455 0,9542083 0,9349007 0,9141079 0,90222628  

ALG11 (04) 	 -e-ALow (24) 	 -á- ALGEN (40.) 

ALG IN (6g/L) 	 -e- ALGIN (84) 	 ALGEN (102/L) 
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FIGURA BIO ISOTERMA DE ADSORCIÓN DE FENOL EN 
ALGINATO DE CALCIO 	 1,2 
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0,6 

Anaxo B 

TABLA 810 ISOTERMA DE ADSORCIÓN DE FENOL EN ALGINATO DE CALCIO 

X (g/L) Ceq (X/Ceq) . 	LOG Ceq LOG (X/C") % DE ADSORCION 

2 0,970545 2,0606968 -0,0129841 0,314014 1,277033872 
4 0,954221 ' 4,1919018 -0,0203511 ' 0,622411 2,937562812 
6 0,927475 6,4691793 -0,0326979 ' 0,810849 5,658154816 
8 0,890345 8,9852842 -0,0504418 0,953532 9,434983216 
10 0,853215 11,72038 -0,0689417 1,068942 13,21181162 

0,4 
• 

-- 0,2 

-0,068941681 -0,050441832 -0,032697938 -0,020351112 -0,012984109 

LOG Ceq 
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Anexo B 

TABLA 011 ADSORCIÓN DE FENOL EN TEZONTLE 

"CONCENTRACIONES" 

TIEM(min TEZ:-.10 R/LYEZ-12111.,:TEZ.(4£1.)--  BZ.(6 gfl. TEZ.(110,\TEZ.(10 g/' 
0 1,00025 1,02698 1,04035 1,03589 1,03738 1,00322 
1 1,00768 ' 1,02847' 1,009161 1,00025 0,97352 0,93193 
3 0,99728 1,00768 1,001735 0,98837 0,96312 0,918563 
8 1,00619 0,98094 0,963119 0,98837 0,93045 0,923019 
20 1,00173 ' 0,97352 f  0,942327 0,9349 ' 0,96609 0,973516 
40 ' 1,00322 0,94827 0,954208 0,96609 0,97797 0,986883 
80 1,00768 0,967580,973516 0,9349 0,975 0,967575 
160 1,00025 0,99282 0,983912 0,97797 0,98688 0,986883 
200 0,99728 0,99282 0,997279 0,99579 0,99282 0,992823 

FIGURA 811 ADSORCIÓN DE FENOL EN TEZONTLE 
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-0,02923484 

LOG Ceq 

o 
-0,423067989 -0.03689247 -0.03128829 -0,025796982 

Anexo B 

TABLA B12 ISOTERMA DE ADSORCIÓN DE FENOL EN TEZONTLE 

X (g/L) Ceq (X/Ceq) LOG Ceq LOO (X/Ceq) % DE ADSORCION 

2 0,94827 2,1091 -0,023068 0,324098 5,157413233 
4 0,94233 4,2448 -0,025797 0,627857 5,751460757 
6 0,9349 6,4178 -0,029235 0,8073861 6,494520202 
8 0,93049 8,59762 -0,031288 0,9343783 6,935555484 
10 0,91856 10,8866 -0,036892 1,0368925 8,128650932 

FIGURA 812 ISOTERMA DE ADSORCIÓN DE FENOL EN 
TEZONTLE 
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