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RESUMEN.-

Se presenta un estudio de biodegradacion de bifenilos policlorados (BPCs) utilizando un
pretratamiento quimico de nitracién de la molécula de BPC y posterior reduccion a amina en
posiciones orto y para con el objeto de “incitar” al microorganismo a utilizar el BPC aminado
como fuente de carbono y nitrogeno y considerando las interacciones entre el cambio de sus
nuevas caracteristicas fisicoquimicas y el incremento de su capacidad para ser biodegradado. Se
aplica un método de tratamiento anaerobio y otro aerobio con reactores de biomembrana como
tecnologia de punta. El proceso mds importante en estos reactores, es la separacion entre las altas
concentraciones de BPC y los microorganismos, pero permitiendo su paso a través de las
membranas hidréfobas de manera dosificada.

Los resultados obtenidos de la investigacion, confirman la eficiencia de los reactores de
biomembrana como una de las tecnologias mas apropiadas para la biodegradacion en
combinacién con el pretratamiento de aminacion de la molécula de BPC, lo que supone una
nueva ruta de actividad metabolica para la degradacion de los BPCs.

El rendimiento global del proceso de biodegradacion en el reactor aerobio es del 85 %, siendo
el 59.9 % para los pentaclorobifenilos, 56.78% para los hexaclorobifenilos y 56.85% para los
heptaclorobifenilos presentes en la muestra. En proceso de biodegradacién anaerobio el
rendimiento global es del 80%, siendo el 63 % para los pentaclorobifenilos, 49.87% para los
hexaclorobifenilos y 49.97% para los heptaclorobifenilos.

En la revision bibliografica, se hace mencidén sobre los principales estudios realizados por
los diversos autores sobre temas referentes a las caracteristicas fisicoquimicas, identificacion y
efectos de los BPCs en salud y ambiente, asi como la legislacion existente sobre los mismos.

Se presenta ademds, una revisién documentada de los distintos procesos de tratamiento
que hasta el momento se han aplicado a los BPCs. La conclusion més importante que se extrae de
esta revision, es la factibilidad de los procesos bioldgicos de tratamiento como las tecnologias
mas atractivas economicamente, en comparacion con los tratamientos fisicoquimicos. Debido a la
reduccion de costos de operacion y de inversion los reactores de biomembranas hidréfobas
representan una de las tecnologias mas atractivas por sus excelentes rendimientos en el
tratamiento de eliminacion de BPCs y compuestos cloroaromaticos.



SUMMARY

SUMMARY

This work presents the biodegradation study of the polychlorinated biphenyl’s (PCBs)
using a nitration chemical pre-treatment of the PCB molecule and further reduction reaction to
amine in ortho and para positions. The aim of this, is “to incite” the microorganisms to use the
aminated PCBs as sole carbon and nitrogen source and considering the interaction between
their new physicochemical characteristics and the increments of their biodegradation capacity.
in order to achieve the previous, anaerobic and aerobic methods with biomembranes reactors
have been used. The more important process in these reactors is the separation between high
PCB concentrations and the microorganisms but permitting their diffusion through
hydrophobic membranes in a dosificated manner.

The results of the investigation, confirmed the high biomembranes reactor efficiency as
a most appropriated technology for the biodegradation combined with the amination
pretreatment of the PCB molecule. These supposed a novel route of metabolic activity for the
degradation of PCBs.

The aerobic and anaerobic processes’ efficiencies were 85% and 80%; and these
efficiencies for the biodegradation of the pentachlorobiphenyls isomers were 59,9% and 63%
respectably; for the hexachlorobiphenyls isomers in the PCBs samples were 56.78 and 49.87%
and for the biodegradation of the heptachlorobiphenyls isomers were 58.85% and 49.97%
respectably.

Different scientific papers about the PCBs physicochemical characteristics,
identification and their health and environmental effects have been taken into consideration.

Also the corresponding legislation has been revised.

Moreover, this paper includes a thorough revision of all the different PCBs treatment
process. The most important conclusion of this revision, is the factibility of the biological
treatment process as the more economic technology in comparison with the physicochemical

treatments. Due to reduced operation and inversion cost.
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Los bifenilos policlorados (BPCs) son una familia de compuestos sintetizados
comercialmente por cloracion directa del bifenilo utilizando cloruro férrico y/o yodo como
catalizador; las sustituciones de cloro pueden ocupar 209 posiciones diferentes en la molécula.

Debido a sus principales propiedades fisicoquimicas tales como su baja presion de vapor,
baja solubilidad en agua, estabilidad a la oxidacion, resistencia al fuego y baja reactividad fueron
utilizados como fluidos de transferencia de calor, fluidos hidraulicos, plastificantes, disolventes y
fluidos dieléctricos en capacitores y transformadores.

En 1968 se comenzaron a detectar sus efectos nocivos concluyéndose que los BPCs son
un peligro potencial para la vida, ya que tienden a bioacumularse y tienen un gran impacto para el
ambiente debido a su gran estabilidad y liposolubilidad. Ademés de causar dafios cromosomales,
teratogénicos y mortalidad embrionaria en aves y mamiferos, producen también efectos en la piel
como el "cloroacne” y sintomas de degeneracion neurolégica e inmunoldgica.

Dentro de las principales fuentes de generacion de BPCs se encuentran todas las industrias
que en el pasado utilizaron estos compuestos como fluidos dieléctricos en transformadores y
capacitores. Se ha estimado que durante 50 afios fueron producidas 634,200 Tm de BPCs de las
cuales, 40,000 Tm residen en la biosfera como contaminantes del suelo, aire, rios y
bioacumuiados en animales de vida silvestre (Kimbrough, 1980; Bletchy, 1984). El resto
permanecen atin acumuladas en almacenes con poca seguridad y sin ningiin tratamiento para su
disposicion final, lo que ha provocado grandes problemas de contaminacién en suelos, arroyos,
rios, lagos, y mantos freaticos.

Actualmente, existen gran cantidad de tratamientos fisicos de BPCs pero de muy alto
costo; entre ellos, la incineracion es uno de los métodos més utilizados; sin embargo, el mal
disefio, mala operacidn o uso inapropiado de tales sistemas, supone una amenaza al ambiente por
la emisién de compuestos peligrosos generados durante la mala combustién como por ejemplo,
los derivados policlorados de naftalina (PCNs), ferfenilos (PCTs), metilbifenilos y
dibenzofuranos (PCDFs), los cuales son aiin mas téxicos que los BPCs.

Los tratamientos quimicos, generalmente utilizan reactivos de base sodica, sodio metalico
o mezclas de compuestos organicos y sodio; la inconveniencia de estos procesos es la utilizacion
de reactivos altamente peligrosos y su aplicacion sdlo a muy bajas concentraciones de BPC.
Existen ademés, otros métodos alternativos como los vertederos controlados para residuos
contaminados con BPCs, restringidos a casos muy concretos, bajo determinadas condiciones y
para concentraciones menores a 500 ppm de BPCs. Este procedimiento sélo esta autorizado en
determinados paises con legislacién al respecto; sin embargo, en algunos casos ha planteado
problemas de lixjviados.




itwlo 1 Introduccion

En lo que respecta a los tratamientos biologicos, las investigaciones realizadas hasta la
actualidad han sido desarrolladas aplicando gran variedad de técnicas de biodegradacion y aunque
se han obtenido buenos resultados, éstos se han presentado como estudios aislados utilizando
cepas unicas capaces de degradar solamente un cierto tipo de isdmeros; tales reacciones de
degradacion, estidn basadas en la produccidén de enzimas biologicas necesarias para la
biodegradacion llegando incluso hasta su mineralizacién,

En los tratamientos con microorganismos anaerobios, el anillo queda intacto mientras se
declora reductivamente la molécula en las posiciones meta y para. El mayor efecto conseguido
con este tipo de tratamiento, es la reduccion de la toxicidad de los congéneres mas clorados y més
toxicos para los mamiferos dejando la molécula con menos cloros y en posiciones orto, las cuales
pueden ser ficilmente biodegradados por microorganismos aerobios. En los tratamientos
aerobios, los microorganismos oxidan y rompen el anillo del bifenilo por la accién de enzimas
peroxidasas en las posiciones 2,3 y 3,4; este tipo de biodegradacién es eficaz sélo para
congéneres mono a tetraclorados. Todas las investigaciones realizadas, han demostrado que los
tratamientos biolégicos pueden ser una excelente alternativa econdémica de eliminacién de BPCs.

Actualmente existe una creciente necesidad de investigacién que conlleve a soluciones
practicas de problemas de gestion de BPCs. Por lo cual, es de suma importancia el desarrollo y
profundizacion en las lineas de investigacion sobre biodegradacion que proporcionen alternativas
de tratamiento de BPCs ambientaimente aceptables.

A la vista de lo anteriormente expuesto, se considerb necesario abordar el tema con mayor
profundidad aprovechando las investigaciones anteriormente realizadas para desarroliar la
presente investigacién, utilizando un prefratamiento quimico de nitracién y posterior reduccién a
amina de la molécula de BPC en posiciones orto y para con el objeto de “incitar” al
microorganismo a utilizar ¢l BPC aminado como fuente de carbono, considerando las
interacciones entre el cambio de sus nuevas caracteristicas fisicoquimicas y el incremento de su
capacidad para ser biodegradado, aplicando métodos de tratamiento anaerobio y aerobio en
reactores de biomembrana como tecnologia de punta; cuyo fendmeno méas importante, es la
separacion de altas concentraciones de BPC y los microorganismos pero permitiendo su paso a
través de las membranas hidréfobas de manera dosificada. El rendimiento global del proceso de
biodegradacion en el reactor aerobio es del 85 %, siendo el 59.9 % para los pentaclorobifenilos,
56.78% para los hexaclorobifenilos y 56.85% para los heptaclorobifenilos presentes en la
muestra. En proceso de biodegradacién anaerobio el rendimiento global es del 80%, siendo el 63
% para los pentaclorobifenilos, 49.87% para los hexaclorobifenilos y 49.97% para los
heptaclorobifenilos.

Los resultados obtenidos de la investigacién, confirman la eficiencia de los reactores de
biomembrana como una de las tecnologias més atractivas por la reduccién de los costos de
operacion y de inversion; en combinacién con el tratamiento de nitracion y posterior reduccion a
amina de la molécula de BPC lo que supone una nueva ruta de actividad metabdlica para la
degradacién de los BPCs.

12
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OBJETIVO GENERAL

Degradar los bifenilos policlorados presentes en aceites dicléctricos industriales aplicando
un pretratamiento quimico de nitracién y posterior reduccion a amina, utilizando reactores de
biomembrana como una nueva alternativa de tratamiento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar la introduccién de grupos nitro y posterior reduccion a amina dentro de la molécula
de BPC mediante tratamientos quimicos.

2. Identificar y caracterizar los compuestos obtenidos en las reacciones de nifracion y reduccién
a amina de los BPCs utilizando los programas existentes de cromatografia de gases/masas y
resonancia magnética nuclear y adaptarlos si es preciso.

3. Realizar pruebas de degradacién de los BPCs previamente aminados por medio de bioensayos
y reactores de biomembrana en fases acrobia y anaerobia.

4. Determinar las condiciones de operacion de los reactores que definan el funcionamiento de los
procesos de biogradacion de los BPCs aminados.

5.- Estudiar la variacion de los ciclos de tratamiento, porcentaje y tiempo de reaccién de las fases
anaerobia y aerobia del proceso de biodegradacion.

HIPOTESIS

El efecto del tratamiento de nitracion y reduccion a amina de los BPCs mejora
considerablemente su posterior biodegradacion en reactores de biomembrana en fases aerobia y
anerobia, incrementando el rendimiento.

JUSTIFICACION

Considerando la necesidad de profundizar en el campo de investigacion del tratamiento,
manejo y control eficaz de los bifenilos policlorados por su alto grado de toxicidad para el medio y
la salud publica, es de imperante necesidad el desarrollo de lineas de investigacion
multidisciplinarias que coadyuven a lograr soluciones practicas, fundamentadas en la evaluacion
integral de resultados.




La neutralizacion de la toxicidad de los bifenilos policlorados ha sido uno de los temas
estudiados por muchos investigadores en el campo de la biodegradacion, ademas de la aplicacion de
tratamientos fisicoquimicos utilizando tecnologia avanzada de alto costo.

Con base en las investigaciones reportadas sobre métodos de tratamiento biologicos de
BPCs, hasta la fecha realizados, se propone realizar un tratamiento de biodegradacién aplicando un
pretratamiento quimico a la molécula mediante la introduccién de grupos nitro vy su posterior
reduccion a amina, con la finalidad de facilitar su biodegradacién, utilizando para ello reactores de
biomembrana en fases aerobia y anaerobia.

La originalidad ¢ importancia de esta propuesta radica en la utilizacién del pretratamiento
quimico de aminacion de la molécula de BPC y la utilizacién de reactores de biomembranas como
tecnologia de punta.

ALCANCE

Dentro del alcance de la presente investigacion se considera realizar la experimentacion a
nivel de laboratorio, empleando el tratamiento con reactores anaerobios y aerobios de
biomembrana tubular en discontinuo. Los reactores serdn alimentados con los BPCs previamente
nitrados y reducidos a amina.
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3. CARACTERiSTICAS
FISICAS Y QU

Los Bifenilos Policlorados (BPCs) son compuestos xenobidticos de gran importancia en
la actualidad. Fueron sintetizados por primera vez en 1881 pero se empezaron a fabricar
industrialmente hasta 1929 en los Estados Unidos de América por sus excelentes propiedades
dieléctricas (Cordero, 1995).

Técnicamente, los BPCs son compuestos orgdnicos clasificados come hidrocarburos
clorados no polares basados en un niicleo de bifenilo (dos anillos bencénicos), con sustitucion
miltiple de 4tomos de cloro en uno o en ambos anillos aromaticos, formados por la unién de
carbon, hidrégeno y cloro.

El contenido en cloro esta estrechamente relacionado con las propiedades fisico-quimicas,
eléctricas, y toxicoldgicas, asi como su resistencia al fuego (Cordero,1995; INE, 1995).

3.1. ESTRUCTURA

Los BPCs son un grupo de compuestos derivados del bifenilo; ia estructura molecular del
radical bifenilico puede incorporar, en las posiciones 2 a 6 y 2’ a 6’ cierto numero de atomos de
cloro que va de 1 a 10 sustituyendo a los atomos de hidrégeno; por lo tanto su formula general es
C,, Hx Cly, donde X=0a 9 y Y= 10 - X (figura I1I-1).

5 6 2 3
H H H H
H H
4 , 4
H B H
H
3 27 6
5

Fig NO. II-1.-Estructura Molecular de los BPCs.

La masa molecular relativa de los BPCs depende del grado de sustitucion de cloro, de tal
manera que, el peso molecular del bifenilo monoclorado es de 188 g/mol mientras que el del
bifenilo compietamente clorado es de 494 g/mol (U.S. EPA, 1980).
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3.2. SINTESIS
Las mezclas comerciales fueron sintetizadas por cloracién directa de bifenilos con cloro
gas en presencia de cloruro férrico y/o yodo como catalizadores, el grado promedio de cloracién
fue controlado por las condiciones de reaccion para producir las propiedades fisicas y quimicas
deseadas (Dobson y VanEsch,1993).
Los métodos utilizados para la preparacién de clorobifenilos individuales incluyen:
1) Fenilacion o arilacién de compuestos aromaticos.
2) Reacciones de condensacion
3) Cloracién de bifenilos
Las mayoria de los BPCs, se obtuvieron por reacciones de arilaciéon entre un gran
nimero de compuestos aromaticos como perdxidos de aroilos, acidos carboxilicos, sales de
diazonio, nitrosoaminas, ariltriazenos y fenilhidrazinas. El mecanismo de reaccion generalmente

involucra radicales libres de los compuestos aromdticos y los radicales precursores de los
reactivos utilizados en la reaccion. Figura [11-2.

Cl (] Cl
Il CeH,
A
Ct

CHCl
’ Nitrito de amilo

Fig. No. III-2.- Arilacion del peroxido de 3,4,-diclorobenzoilo a 3,4-diclorobifenilo.
Arilacion de 3,4-dicloroanilina a 2,3°,4°, 5-tetraclorobifenilo (Dobson y VanEsch,, 1993).

-2



Capitule 11

Las reacciones de condensacion involucran gran nimero de haluros aromaticos, como:
fenilsufonatos, peréxidos de arilo y anhidridos é4cidos, clorobencenos, y otros compuestos
aromaticos, que han sido descritos por Hutzinger et. al. (1974). La condensacion de 2 haluros

aromaticos en presencia de cobre, es el procedimiento més utilizado para la preparacion de
bifenilos simétricos. Figura III-3.

Cl ca q
Cu
<l a

Fig. No. III-3.-(A) Condensacion de 2,4,6-tricloroiodobencenc a 2,2°,4,4",6,6 -hexaclorobifenilo (Dobson y
Van Esch,1993)

En este procedimiento, el cobre es mezclado con el haluro y calentado por un largo
periodo de tiempo obteniéndose mezclas de clorobifenilos simétricos y asimétricos. figura HI-4.

i Ci

Ci a

Fig. No.llI-4.- (B) Condensacion de tricloroiodobencenos a hexaclorobifenilos (Dobson y VanEsch, 1993).

La cloracion del bifenilo puede ocurrir por sustitucién o adiciéon del CI” por el H' para
formar hexaclorociclohexil bencenos (C;,H,,Cl;). Los productos formados por la adicién de CI’
son, térmicamente inestables y se descomponen para producir clorobifenilos durante el proceso
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de cloracién. La cloracion directa, produce mezclas de diferentes congéneres de clorobifenilos,
dependiendo de la cantidad de cloro, catalizador utilizado y temperatura de la reaccién,
Los BPCs se pueden formar a partir de clorobencenos por reacciones fotoquimicas Figura

II1-5.
Cl Cl Cl
H,0/CH,CN
D Yt g W
Av (8>300)
a a c
Fig. No. [II-.5.- Obtencién de BPCs por reacciones fotoguimicas (Dobson y VanEsch, 1993)
3.3. NOMENCLATURA

Nombre comin: Bifenilos Policlorados (BPCs),
Policloro bifenilos o bifenilos clorados.

Numero de Registro CAS:  1336-36-3
Numero de registro RTECS: TQ 1350000

Se denominan isémeros al juego completo de las 209 formas de BPCs; de éstos, los
congéneres difieren unos de otros en el nimero de dtomos de cloro en la molécula por ejemplo:
diclorobifenilos, triclorobifenilos etc. siendo asi, diez los congéneres (tabla III-1); de éstos, los
homélogos son aquellos con el mismo nimero de cloros en la molécula; cada uno de los cuales
posee un numero particular de isdmeros que pueden diferir entre si, en la posicién de la
sustitucién (Hutzinger et. al., 1974; Erickson, 1986).

Tabla HI-1.- Nomenclatura, nuimero de isomeros, pese molecular y contenido de clore en BPCs (Kimbrough y
Jensen, 1989), : ‘ '

CyHoCl Mono 3 188.65 .

CH Gy Di i2 315 333,10

C,H,Cl, Tn 24 16-39 357.54

CiH{Cl, Tetra 42 40-81 291.99

C,HCl; Penta 46 82127 316.43

C,H,Cl Hexa 42 128-169 360.88

C . H,Cly Hepta 24 170-193 395.32 )

C,H,Cly Octa 12 194-205 429.17 65.77 ¥
CHCT, Nona 3 206-208 36421 68.73 3
T..Cl, Deca 1 709 498.66 71,10 1
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3.4. ESTEREOQUIMICA

De los 209 isomeros, solo cerca de 130 de ellos estan presentes en los productos
comerciales (Safe, 1990); entre ellos, 19 son los que se encuentran cominmente en las
formulaciones comerciales por ser los mas estables a temperatura ambiente (Kaiser, 1974).
Existen 78 isémeros que son rotacionales es decir, son enantiémeros el uno del otro (Safe, 1990).

Los anillos fenilicos de una molécula de BPC, no estian necesariamente en el mismo
plano, es decir, la molécula posee cierta libertad de rotacién de uno de los planos fenilicos con

respecto al otro, pero los cloros en la posicion orfo (2,27,6,67) restringen la libertad rotacional y
en consecuencia, obstaculizan la coplanaridad de los anillos (Figura III-6).

Cl
— " @ \ @ h

Figura No. lII-6.- Estructura de los BPCs coplanares mono- y di-orto sustituidos (Dobson y Van Esch, 1993).

Los estudios cristalogrificos de Rayos X han demostrado Ia preferente conformacion "no
coplanar" de todos los BPCs incluyendo aquellos "no-orto” sustituidos. La proporcion de un
isdbmero particular asumido de configuracion coplanar, decrece a medida que se incrementa el
grado de sustituciones en la posicién orto. Frecuentemente, en la literatura biolégica los BPCs
"no-orto"” se citan como planares (o coplanares) y todos los demas como "no planares”" (o no
coplanares) tabla III-2; esta terminologia aunque pueda resultar equivoca, se utiliza con
frecuencia por resultar conveniente al referirse a los BPCs mas toxicos (Shaw, 1993; Safe, 1987,
Dobson y Van Esch, 1993).

Tabla III-2.- Bifenilos Policlorados planares, mono y di-orto (Shaw, 1993).

3445

33445 2,3,34.4
2344’5

2,3'.4,4.5
23445
334455 23,3445 2,2'3,3° 44

I| 2,3,3'44.5 2,2°,3445 I
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2,2',3,44"5

2,2'4.4',5,5'

2,3,3'44",6

2,34.4',5,6

2,3°,44"5',6

2,3,3' 4,455

2,2,3,3' 44,5

2,2°,3,44'5,5
2,3,3',44",5',6

2,3,3'4:4,56

2,2'3,3' 4455

2,3,3'4,4',5,5",6

La estereoquimica de las moléculas de los BPCs afecta la fuerza de adsorcidn de estos
compuestos sobre la superficie. Huckins et. al. (1988), ha demostrado que las moléculas de los
BPCs pueden ser separadas por cromatografia-sobre carbén. La mayoria de las moléculas
planares se absorben més fuertemente en comparacién con aquellas con forma mds irregular;
particularmente, los dos anillos fuera del plano, se absorben mas débilmente debido a los
sustituyentes cloro en las posiciones orfo que producen este efecto, mientras que los cloros en
posiciones adyacentes causan distorsién en los anillos arométicos (Figura II1-7),

Figura lI1.7.- Coeficientes utilizados para calcular los efectos estéricos (CES) de varios tipos sustitucion {(Weid,

1986).
DESCRIPCION ESTRUCTURA COEFICIENTE
Tres cloros en las posiciones 2,2°, 6° 0.80
. Cuatro cloros en las posiciones 0.6
2,2°,6,6°
Dos cloros en las posiciones 2,6 6 2',6° 0.85

Cuatro cloros adyacentes

1357

0.80 (1 anillo)
0.60 (2 aniflos)

I1-6
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Tres cloros adyacentes

Cloros en las posiciones 3 6 5 si son
adyacentes a cloro en las posiciones 2

6 6.

Cloros en posiciones 3 6 5 no

adyacentes a cloro

Sin cloros en las posiciones 2,2°,6,6°

Caracteristicas Fisicoguimicas

0.95 (1 anillo)
0.60 (2 anillos)

0.95 (1 por molécula)
0.9¢ (2 por molécula)
0.85 (3 por molécula)
0.80 (4 por molécula)

0.02 deducido det CES por
cada cloro en esta

configuracion.

CES es independiente del
esquema de sustitucion.

Para simplificar la nomenclatura de los BPCs, Balischmiter y Zell (1980) han propuesto
una numeracion sistematica que ha sido aceptada por la Unién Interacional de Quimica Pura y
Aplicada TUPAC por sus siglas en inglés) en el cual, a cada isémero se le ha asignado un nimero
del 1 a 209 tabla ITI-3 (Dobson y Van Esch,1993).

Tabla III-3.- Numeracion sistemdtica de los isémeros de los BPCs introducida por Ballschmiter y Zelf (1980)

aceptada por IUPAC.,
1 |2 43 [2,2°35 85 [2,2'344° 127 | 33355 169 334455
FIE 4 122038 86 [2,2'34,5 128 [2,2° 3344 170 1,233 445
3 |4 45 (2,236 87 |2,2°3,4,5 129 |22 3544 171 1733446
46 |2,2°3,6 88 [2,234,6 130 [2,2°,33'4,8 172 2,2° 33455
47 2,244 89 12,2°34.6° 131 2,2°,3,3°,4,6 173 2,2°,3,3°,4,5,6
48 2,245 9 22345 132 [2233°46 174 2,2,3,3 4.5,6°
d 2745 91 |2,2,3,4,6 133 [273355 175 2733456
50 (22746 92 [2,2355 134 |2,23356 176 2,334,606
51 12246 93 {22356 135 £2,2°3,356 177 3,233 456
51 2,055 94 | 2,2°35,6° 136 | 2,2°3,3° 6,6 178 3237556
53 [2.2°56° 95 [3,2°3,5,6 137 [2,7344'5 179 2,335,606
54 |2,2,6,6° 96 | 2,2°3,6,6° 138 | 2,2'34,4° 5 180 2,37 3,4.455
55 2334 97 12,2°3'4,6 130 [2,2°34,46 181 2,2°3,4,4'5,6
56 12334 98 [2273°4%6 140 2273446 182 23456
57 [133°38 99 |2244'5 141 | 2,234,585 183 2,27°34.45.6
58 |233%5 100 | 2.2°4,4'6 142 [2,2'345,6 184 22'34,4',6,6'
59 2336 101 | 22°4,55 143 | 2,27°34,5.6° 185 2,2,3,4556
60 | 23,44 102 | 2,2°4,5.6 144 223456 1836 2,2°3456,6°
61 2345 103 | 2,2°4,5.6 145 [2,2°3,4,6,6 187 2234556
62 [23456 id [2,2°4,6,6 146 | 2,23 455 188 23,4566
63 | 2,345 105 [ 23344 147 | 2,2.3.48°5,6 189 2334455
64 12346 106 {23345 148 |2,2°34'56 | 190 23,3 4456
6 2356 107 [233.4°5 149 |22°34°5°6 191 [ 2334856

/g
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23'4°4 23348 150 | 2,2,3,4'6,6 | 192 2,3,3,455.6

3348 335,46 1851 [2,0°3556 193 1334556

26 | 235 68 [23'48 110 [2,3,3°,4',6 152 |2,2° 3556 194 2,2,3,3',4,4'5,8
37 (2,36 69 2,346 11 (23358 1583 | 2,204,455 | 198 2,333 44,56
® | 24,4 70 | 2,345 112 | 2,3,3.5,6 154 224456 | 196 2,733 445 6|
W [245 T | 2,346 113 | 2,3,3,5'6 155 |3,2°,4,4,6,6 | 197 173,344 ,6,6°
30 | 24,6 72 | 2,355 114 [ 2344°5 156 | 2,3,3",4,4%,5 198 7.2 .3,3 4,556
31 [ 24°5 73 12356 115 [ 2,3,4,4,6 187 [233,44,5 | 199 2,7,3,3,4,5,6,6'
32 246 T4 2,448 116 | 2,3,4,5,6 1588 | 2,337,446 200 7.2°.3,3,4,5,6,6°
33 | 234 78 12446 T17 | 23,4'.5,6 139 [3,3,5°455 30 I3V A 586
34 235 76 | 23,4, 118 [ 23°44"8 160 | 2,3,3°,4,5,6 2702 3.33,3.5,5.66
R TT_[3344 119 | 2,3° 44, 161 233,456 | 203 2,2'3,4,4'5,5,6
36 3335 78 | 3,348 120 | 2,3° 45,5 162 | 233,455 | 204 7,2°,3,4,4,5,6,6'
37 [344 79 3,345 121 [ 2,3 4,56 163 233456 08 2,3,3'.4,4’,5,5'6]
38 | 34,5 80 |3355 122 [ 23,34, 164 | 23,3 45,6 206 2,23,3'4,4'5,5,6
348 81 3,445 123 [ 234,48 165 [23,3°,5,5,6 207 2,033 ,4,4' 5,6,6'

2,2',3,3,4,5.8°,6,6'

2,344’55

42 12,234 84 2,2'3,3,6 126 | 3,3°4,4'5 168 |2,3°4,4'5.6 ]
Los nGmeros 28, 52, 101, 138, 153y 180 son los isémeros mas utilizados como representativos para la cuantificacién de mezclas comerciales de
BPCs,

En los productos comerciales y ciertas muestras de ambientes contaminados con BPCs,
suelen existir impurezas de otros compuestos clorados con propiedades similares a ello, tales
como los policloro dibenzofuranos (PCDFs), policloro dibenzo dioxinas (PCDDs) y compuestos
bromo clorados; cada grupo de estos compuestos puede contener mezclas complejas de
compuestos individuales capaces de interferir en la determinacién analitica de los BPCs (Nose,
1972).

3.5. PROPIEDADES

Los isomeros de BPCs puros son incoloros, los mono y diclorobifenilos son cristalinos
pero los productos comerciales de BPCs que son mezclas de éstos, son de color débilmente
amarillentas o amarillo obscuro que no cristalizan afin en bajas temperaturas. Se les suele
encontrar en las resinas en estado sélido; las mezclas de tri, tetra, penta y hexaclorobifenilos
incrementan su viscosidad en funcién del contenido de cloro en un rango de -22°C a +18°C.
Debido a los 4tomos de cloro en {a molécula su densidad es muy alta (Ullmann, 1990).

Los BPCs, poseen una temperatura de ignicién muy elevada, el punto de fusién de los
isémeros puros varia entre 18 °C y 149 °C (Advance Refinery Technology, 1990; Alhigen y
Jensen, 1970) llegan a formar vapores més pesados que el aire, pero no forman mezclas
explosivas en contacto con el aire. Cuando se queman en presencia de aire, producen hollin y
cloruro de hidrégeno (Alford-Stevens et.,al., 1986).

Poseen una conductividad eléctrica muy baja, alta conductividad térmica y alta resistencia
a saltos térmicos. Son quimicamente muy estables bajo condiciones normales y muy resistentes a
un amplio rango de oxidantes quimicos. Aunque son estables ain en presencia de oxigeno
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atmosférico y algunos mietales, a’témpérafuras superiores a los 170 °C pueden ser hidrolizados a
oxibifenilos con soluciones de hidréxido de sodio en temperaturas de 300 °C a 400 °C y altas
presiones, pero pueden llegar a producirse durante éste proceso (PCDFs) policloro dibenzo
furanos (Ulmanns, 1990; Dobson y Van Esch, 1993).

Los BPCs, pueden ser completamente fotodegradados bajo condiciones de laboratorio. La
principal reaccion que se produce utilizado solventes polares es la decloracién reductiva
preferentemente de las posiciones meta; otra importante reaccion, es la metoxilacién en metanol
(introduccién de oxigeno en el anillo) (Hutzinger et. al., 1974).

Los BPCs son solubles en grasas, aceites y en la mayoria de los solventes organicos no
polares (principalmente hidrocarburos) en especial cuando se calientan, pero son insolubles en
glicerol y glicoles (Kimbrough y Jensen, 1989); poseen muy baja solubilidad en agua (50 pg/l),
que puede incrementarse exponencialmente con un rango de temperatura que va de 0.4 a 80° C
(Doucette y Andrew, 1988; Dickhut et. al, 1986). La tabla III-4.- presenta algunas propiedades
fisicas y quimicas de 6 mezclas de Aroclors ® (Alford-Stevens et. al., 1986).

El punto de ebullicién se encuentra en rangos que van de 350 °C a 480 °C; la presion de
vapor calculada a partir de su solubilidad (mol/m’) y la constante de Henry (atm.m*moi),
generaimente decrece con el peso molecular y se incrementa conforme aumenta ¢l grado de
sustituciones en la posicion orto (Dunnivan y Elzerman, 1988; Hawker, 1989).

Para Jos isémeros de BPCs, la constante de Henry es independiente de la masa molecular
y se incrementa en un orden de magnitud con cada incremento de 25 °C.

Las perdidas por evaporacion son despreciables, el porcentaje de perdidas por evaporacién
es de 1.5 % para los isdmeros menos clorados y menor del 0.1% para los més clorados (en un
periodo posterior a 6 horas a 100 °C) (Kimbrough y Jensen, 1989).

La temperatura de ingnicién mayor es de 180 °C para los congéneres de bajo contenido
de cloro; poseen gran inercia quimica, son insensibles a la accion de la luz y son poco
higroscopicos (WHO/EURO, 1987)

Los estudios realizados en estuarios, han demostrado que la hidrofobicidad y la
solubilidad acuosa de los BPCs muestra una relacion lineal entre el logaritmo del coeficiente de la
actividad acuosa o Superficie de Area Total (TSA) y el Volumen Molecular Total (TMV)
(Opperhuizen y Voors, 1988).

Los BPCs poseen una viscosidad elevada, sus densidades varian entre 1,3 y 1,6 g/cm.” El
incremento del contenido de cloro en la molécula, provoca un aumento de la densidad, la
viscosidad y el punto de ingnici6n hasta llegar hacerlo no determinable, disminuyendo también la
constante dieléctrica.

Las principales propiedades eléctricas de la mayoria de los Aroclors® son la resistividad,
cercana a los 5x10'' {¥cm medida bajo las siguientes condiciones: 8 cm a 100 °C, 500 V; su
fuerza dieléctrica sobre los 35 kV y el factor de poder (a 100 °C, 1000Hz) de menos de 0.1%
(Kimbrough y Jensen, 1989),
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Tabla lII-4.- Caracteristicas de las mezclas de Aroclor® (Kimbrough y Jensen, [989),

1221 118 30-31 | 1.618 | 141-150 176 ] 275-320 1,740

1232 1.26 31-32 1621 | 152-154 238 =35 270-325 874 571 46
1016 1.37 1623 170 nth 323-356
1242 1.38 34-35 1.628 | 176-180 nth -19 325-366 338 581 49 240
1248 1.44 1636 1.631 { 193-196 nth -7 340-375 152 56] 46 52
1254 1.54 44.58 1.640 ntb* ntb 10 365-390 53 50 43 12
1260 1.62 72-78 1.648 ntb nth 3 385-420 13 43| 3.7 3
1262 1.64 86-100 1.651 nth ntb 35-38 390425 9
1268 1.81 ntb ntb 435-450 2.5

*ntb = sin ebullicién

* Estimado.

El proceso de particion de los BPCs, de particular importancia en los problemas
ambientales observados estan basados principalmente en la determinacion de los coeficientes de
particién de octanol/agua y la solubilidad acuosa (Tabla III-5). El cceficiente de particién
octanol/agua (Ky,p) (Tabla 11I-6) mide el grado de reparticion de un compuesto entre la fase
organica (octanol) y el agua; sirve para estimar la cantidad de BPC que serd absorbida por los
organismos acudticos. Este coeficiente es muy ttil para detenminar el destino y transporte de los
BPCs en el ambiente, y estd relacionado con los coeficientes de absorcién del suelo (Kp),
(parametro por el que se determina la capacidad de los BPCs para ser adsorbidos en el suelo o
sedimento); el coeficiente de particién de carbono organico (Kp) v el factor de bioconcentracion
(FBC) (que determina la cantidad de BPC susceptible de acumularse en los organismos acuaticos
y que esta en funcion a su vez, del contenido de lipidos del tejido animal) (L.aGrega et. al., 1996).

El coeficiente de particién de octanol/agua del BPC es la medida de su hidrofobicidad, y
es el pardmetro mas utilizado para predecir la extension de su bioconcentracion en los organismos
‘(Dobson y Van Esch, 1993). Debido a que los BPCs son compuestos no polares poseen una muy
baja solubilidad, un alto coeficiente octanol/agua y un alto coeficiente de absorcién que los hace
resistentes a la degradacién y altamente acumulables. Existe una correlacién entre el factor de
bioconcentracion (Kp) dado por la tasa de concentracién en los organismos acuaticos y la
concentracion en equilibrio presente en el agua, con el coeficiente de particién de octanol/agua
como se muestra a en la tabla III-7.

Por otra parte, las constantes de Henrry, describen el equilibrio de distribucion entre las
fases de vapor y acuosas utilizadas en las predicciones de las principales propiedades ambientaies
de los BPCs; la mayoria de los BPCs poseen muy baja presién de vapor que decrece conforme se
incrementa el grado de cloros en la molécula (Shaw, 1993).
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1,000-6,000
4.4°- dicloro bifenilo 50-200
Otros dicloro bifenilos 1,000-1,500
Tricloro bifentlos 50-100
Tetracloro bifenilos 30- 100
Pentacloro bifenilos 20-50
Hexacloro bifenilﬁs 0.1-10

* Debido 2 inexactitudes en las medidas sc observan grandes diferencias en los valores

Tabla I11-6.- Valores de Ky Para algunos congéneres de BPCs (Kamlet et. al., 1988).

Bifenilo 3.90 3.98
§2- mono- CB 4.30 4.46
$2,5-di- CB 5.10 5.08

2,6-di-CB 5.00 4.95

2,4,5-ri-CB 5.60 5.52

2,4,6-tri- CB 5.50 5.59

2,3,4,5- tetra- CB 5.91 5.92

2,2,4,5- tetra- CB 5.73 3.95

2,3,4,5,6- penta- CB 6.30 6.45

22°4.,5,5- penta- CB ~ 6.40 6.62
Iﬁ',3,3'.6,6'-Hexa— CB 6.70 7.09

2,2°,3,3" 4,4"-Hexa- CB 7.00 6.81

2,2°,4.4",6,6-Hexa- CB 1.00 7.20

2,2° 3,3 4,4",6- Hepta- CB 6.70 7.34

2,2°.3,3°,5,5°,6,6 -Octa- CB 710 8.12

2,2°.3,3°,4,5,5',6,6"-Nona-CB 8.16 8.52

2,2°,3,3',44°,5,5, 6,6';1.1_)eca-CB ‘__&26 e 8.92 J

Tabla No.IlI-7.- Valores del fuctor de bioconcentracion (Kamlet et. al.,1988)

¥

Trictods

Log Kb = 0.56 10g Ko + 0.124 —
Log Kp=0.85 log Kow ~ 0.70 Tetraclorados
Log Kp= 1,119 1og Koy - 1.579 Pentaclorados

Log Kb_=_0.76 iog Kow— 0.23 Hexaclorados

Tadd de concemtrucion o[

Las tablas III-8 y III-9 presentan de manera resumida las principales propiedades
ambientales de los congéneres y mezclas comerciales de BPCs; los datos para los congéneres
puros fueron obtenidos de las siguientes referencias: presion de vapor (Foreman y Bidleman,
1985); solubilidad en agua (Brodsky y Ballschmiter, 1988); coeficiente de particién octanol/agua
(Brodsky y Ballschmiter, 1988; Duccette y Andre, 1988); constante de Henry (Dunnivant y
Elzerman, 1988b); espectro de absorcion UV/Vis (Hutzinger et. al., 1974).
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Tabla I11-8.- Rangos de las principales propiedades ambientales de BPCs ( Hutzinger et. al., 1974)

apl'tulo o _

Caracteristicas Fisicoguimicas

a JARC,(1978); WHO/EURO (1987); ATSDR (1989)

b L3 constante de Henry estimada es un promedio de las mezclas completas.

ca240C;da250C;€a200C

-

3.6. MEZCLAS COMERCIALES

Las mezclas comerciales de BPCs son complejas, contienen diferentes cantidades en
nGimero y tipo de congéneres (isomeros dentro de una familia de compuestos, ademés de trazas de

impurezas).

En las formulas comerciales, los tltimos dos digitos de la clave numérica utilizados con el
nombre comercial, indican el porcentaje de cloro en cada mezcla por ejemplo: el nombre de
Aroclor® 1242 esta constituido por cuatro digitos, en los cuales los dos primeros (12) indican el
nimero de carbones de bifenilo y los otros dos, el porcentaje promedio de cloro (tabla III-10); por
lo tanto, el Aroclor® 1242 contiene el 42 % por peso de Cl, correspondiendo a un promedio de

o

cerca de tres atomos de cloro por molécula de bifenilo. |

i.6215- 325-356
1.6235¢
1221 0.59° 6.7,10° 1.15 3.5.10° 1.617-1.618° 257-320
1232 0.45 4.1.10° 1.24 == e 290-325
I 1242 0.24 4.1.10° 1.35 5.2.10° 1.627-1.629° 3235-366
1248 0.054 4.9.104 1.41 28.10° - 340-375
1254 0.021 7.7.10° 1.50 2.0.107 1.6375- 365-390
1.6415¢
1260 0.0027 4.0.10° 1.58 4.6.10° e 385420

1 188.04 188.7 1.3.10°-7.10 221079210 4,6+4,7
2 222,00 2231 6.10%7.9,10¢ 3.7.10%-75.10 5.2.53
3 255.96 257.6 1-10%-6.4.10¢ 1.1.10%-1.3,10 5.7-6.1
4 289,92 262.0 2,10%1.7.10° 1.8-4 5.9-6.7
s 32).88 326.4 4.5-12 5.3-0438 6.4-75
6 357.84 360.9 0.4-0.9 1.9-0.2 64-7.6
7 391.81 1953 0.5 0.53-4.8.10° 7.0-7.7
] 425.77 4208 0.2-0.3 7.8.10:%-9,10° 7.0-7.6
[ 9 459.73 464.2 0.1 3.2.10°-1.1.10 7319

10 493.69 498.7 0.02 5.6.10° 8.4

1 Basado en C1* (34.969) y C'¢ (12.000)

* Promedio de eso molecular basado en la abundancia natural de cloro, carbon e hidrégeno

$,= solubilidad en agua; P = Vapor de presién

B Tabla 111-9.- Propiedades ambientales por mezcla de Aroclord (WHO/EURO, 1987)
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Tabla II-10.- Contenido de cloro y niimero de registro del Chemical Abstract
(CAS) de las diferentes tipos de Aroclor ®

11 104-28 2
11141-16-5
53469-21-9
12672-29-6
11097-69-1
11096-82-5
37324-23-5
11000-14-4

Los Aroclors®, se clasifican en cuatro grupos en funcién del porcentaje de cloro: con 21
%, 42 %, 54 %, y con 60 % de contenido en cloro, aunque existen también los de 62 y 68%
(Cordero, 1995); una excepcion a esta generalizacién es el Aroclors® 1016, que es un producto de
destilacién del Aroclor® 1242 conteniendo solo 1 % de componentes con 5 o mas &tomos de cloro
(Burse et. al., 1974).

En otros productos comerciales, los codigos indican el nimero aproximado de cloro en los
componentes; por ejemplo el Clophen® 460, Phenclor® DP6 y Kaneckior® 600 son bifenilos
con un promedio de 6 itomos de cloro por molécula (equivalente al 59% de cloro en peso)
(Dobson y Van Esch, 1993).

En cambio, en el Delor® 103 la composicién se ha designado con tres digitos, los dos
primeros (10) indican el tipo de molécula y el tercero es el nimero promedio de dtomos de cloro
en la molécula, siendo los Delor® 103 y 106 los producidos en mayor cantidad (Alford-Stevens,
et. al., 1985).

Todos estos productos comerciales no fueron vendidos de acuerdo a las especificaciones
de composicién, sino de acuerdo a sus propiedades fisicas (tabla IlI-11). Los productos mas
importantes son las mezclas cuyos principales componentes son los tri, penta y hexaclorobifenilos
(los niimeros 28, 52, 101, 138, 153 y 180 de la UIPAC son los que se encuentran en mayor
proporcion en las principales mezclas de BPCs) (VDLUFA, 1985; Dobson y Van Esch, 1993).

Tabla il1-11.- Comparacion de varias series de mezclas de BPCs comerciales (Dobson y Van Esch, 1993)

1248 Ad0 DP 4 400 3 4 48

1242 A30 DP 3 3000 300 42 2 3 40-42 II
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1254 As0 DP S 500 54 4,5 5 52-54 }

1260 [ A6D DP 6§ 600 64 6-6.3 60 I
1262 6.8 62
70* 7.7 65
1268 8.7 68
1270 8.5 70
o DK 10 71

: * Los dos ultimos digitos deberian ‘Indicar el % en peso de Cloro sin embargo, esto no corresponde con las especificaciones del fabricante.

La tabla III-12 presenta las proporciones de BPCs con 1 a 9 cloros sustituidos en el
Aroclor®, (expresado de acuerdo al porcentaje de cloro por peso) y la composicién de los patrones
de sustitucién (expresado en % mol) (Dobson y Van Esch, 1993). La tabla III-13 presenta la
comparacion del porcentaje en peso y mimero de cloro en la molécula de una serie de productos

comerciales de BPCs (Kimbruogh y Jensen, 1989).

; Tabla II-12.- Composicion promedio y porcentaje en peso de Cloro en diferentes tipos de Aroclor®(Kimbruogh y

Jensen, 1989),

7 Tabla III-13.- Porcentajes aproximados de Cloro (peso/vol} y diferentes grados de cloracion de varios
Aroclors® (WHO EURO, 198 7).

3.7. PRODUCCION

0 0 T - -

1 188 50 26 p; 3

p) 318 35 79 19 13 "3

3 413 ) 24 57 28 i3

4 | 15 23 30 a0 11

5 2 36 49 12
'3 3 a 14 38
£l 3 A
g

9

Los BPCs fueron sintetizados por primera vez en 1881 por Schmitdt y Schultz (tabla III-
14) pero no fueron producidos comercialmente sino hasta comienzos de 1929 en los Estados
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Unidos (Alford-Stevens et. al, 1985). La estimacién de la cantidad total de BPCs producidos
desde 1929 es aproximadamente 1.5 millones de toneladas métricas (Kimbrough y Jensen, 1989).

Tabla IiI-14.- Nombres de los productos comerciales (Brinkman et. al., 1980, WHO/EURO, 1987).

Bako]a 131 (t c)
Apirolio (t,c) Biclor{c}
Aroclor (t,c)
Dicsconon(c)
Dk {t,)
Duconol (¢ )

Dykanol {t,c) Phenoclor (t,c}
Saf-T-Kuhl (t,c)

Santotherm FR**
Santovac 1y 2
Siclonyt (¢ )

* Previo a los pi pero existen productos que

no contienen BPCs.
** Previo a los Productos de la (Serie A) por ejemplo Pydranl A-200 contaminado con BPCs, pero las seriesb,C, o D

no contienen compuestos clorados.
( T) Utilizado en Transformadores
( ¢ ) Utilizado en Capacitores.

La produccion comercial de BPCs en los Estados Unidos se inici6 en 1929 por la
compaiiia Swan Chemical y en 1935 ésta fue comprada por la compafiia Monsanto Industrial
Chemicals (St. Louis, MO), quienes produjeron todas las mezclas de bifenilos clorados conocidos
bajo el nombre de Aroclor® y Pyrochlor® y fue a mediados de 1971, cuando se introdujo en el
mercado el Aroclor® 1016 como el fluido dieléctrico mas biodegradable para ser utilizado en
capacitores (Durfee et. al., 1976; Burruss, 1977; Bletchly, 1985).

De la produccion total de BPCs en el Japén a partir de 1954, el 98% se produjo por la
compaiiia Kanegafuchi Chemical (Tokio) que distribuyd la mezcla comercial de BPCs bajo el
nombre de Kanechlor®. Ademas en 1969, la compafiia Mitsubishi Monsanto (Tokio) inici6 su
produccién, la cual continué hasta su prohibicion en 1972, con el nombre comercial de Arochlor®
y Santotherm® (Tatsukawa, 1976; Bletchly, 1985).

Los BPCs en Francia fueron producidos por ias compafiias Rhdne Poulenc y Atochem
(anteriormente llamada PCUK). Los productos fueron vendidos por la firma Prodelec (Paris) bajo
los nombres comerciales de Phenochlor® y Pyraléne®. La produccion de BPCs hasta 1989 fue
aproximadamente de 4000 toneladas anuales (Bletchly, 1985). .

En la Repiiblica Federal Alemana, los BPCs empezaron a producirse desde 1930 hasta
1983, por la compaiiia Bayer AG (Leverkusen) bajo el nombre comercial de Clophens® y Elaol®
(Kimbrough y Jensen, 1989; Bletchly, 1985).

Los BPCs en Italia fueron producidos desde 1958 hasta 1983 por la compafiia Caffaro
bajo los nombres comerciales de Fenclor® y Apirolio®; la mayor produccion de decacloro
bifenilos en grado técnico fue comercializada bajo el nombre de Fenclor DK® (Bethcly, 1985).
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La tnica planta productora de BPCs en Espafia estaba localizada en Flix, (Tarragona) y
pertenecfa a una asociacién entre las compailias Cros S.4. y Rhone-Poulenc; las mezclas fueron
producidas bajo la licencia y permiso francés y comercializado bajo el nombre de Pyralene® o
Fenoclor®, los productos fueron etiquetados con el nombre de Rhone-Poulenc Espafia
(Kimbrough y Jensen, 1989; Bletchly, 1985).

En Reino Unido, la compafifa Monsanto empez6é a producir en 1954 BPCs para el
mercado Europeo en la fabrica de Newport bajo el nombre comercial de Pyroclor® finalizando su
produccién en 1977 de acuerdo con la prohibicién de produccién de la compaiifa Monsanto
americana (Kimbrough y Jensen, 1989; Bletchly, 1985).

Segun los registros de la Organizacién para la Cooperacién y Desarrollo Econémico
(OCDE) la produccién total de los paises miembros asciende a 647,000 toneladas
aproximadamente (tabla I11-15) (Bletchly, 1984 y 1985; Kimbrough y Jensen,1993).

Tabla I1-15.- Produccidn (Tm) de BPCs en los paises miembros de la OCDE (Bletchly 1984 y 1985;
Kimbrough y Jensen, 1989).

: T T (e sl Y il
s 2.800 7.085 14.401 16.975 25.759 28,141 21.560 116.721

Fa 7.20) 8.125 22,456 29.429 36.343 34.072 20.609 114.052

R - 520 1.920 4,430 7.195 8.076 5.867 28.008

gy - 150 1.289 4.296 9.433 9.300 4.496 28.964

e 100 2042 10.215 22.973 22.017 2.501 - 66.848

200 3.960 10.530 24,750 19.879 - - 59.319

172.000 68.000 94.500 166.300 114.000 32.900 - 647.000

1060.912

En Europa de Este, los BPCs se fabricaron de 1934 a 1984 en Polonia, Checoslovaquia,
Alemania Oriental y la URSS por la compafiia ChemKo Company (Strazske, Checoslovaquia) y
vendidos bajo el nombre comercial de Delor®, Delorene® y Hydelor® con una produccién de 6000
Toneladas anuales. También la compaiiia Chemapol Pzo (Praga) los produjo, asi como también la
compafifa Deutsche Soda Werken-VEB (Westerbregein) bajo el nombre comercial de Orophene®
y en la URSS se distribuyeron como Sovol® y Sovtol® (Kimbrough y Jensen, 1989).

3.8. APLICACIONES

Tradicionalmente, la utilizacién mas importante de los BPCs ha sido en "sistemas
cerrados”; éstos incluyen los fluidos dieléctricos de los transformadores, capacitores,
condensadores eléctricos, fluidos de transferencia de calor y fluidos hidraulicos que utilizan BPCs
como aislantes por su estabilidad sin deterioro cuando se exponen al aire y calentamiento. Para
disminuir su viscosidad en estos sistemas, los BPCs se mezclaron mezclados con diferentes
solventes como tri y tetraclorobencenos producto que en conjunto, recibe el nombre de Askarel
(no arde) (Kimbrough y Jensen, 1989).
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Su amplia utilizacion en equipos eléctricos se debié principalmente ai desconocimiento de
sus efectos nocivos; su cardcter ignifugo, que reducia el riesgo de incendio con respecto al aceite
puro hasta entonces utilizado; incluso esta propiedad, motivé que las compafiias de seguros
redujeran las primas de seguro de las instalaciones en las que los transformadores contenian
BPCs y se redujeron los costos de instalaciéon ya que no se necesitaban grandes medidas de

control contra incendios; adicionalmente, los equipos eran de menor tamaiio.
Ademds de la aplicacién dieléctrica se utilizaron también en "sistemas abiertos” en

fos cuales se utilizaron como refrigerantes. Por su gran poder adhesivo y plastificante, se usaron
en la fabricacién de tintas, cartoncillos, materiales de empaque, pinturas, adhesivos,
recubrimientos para papel, pegamentos, envases de carton, papel carbén para copia, plasticos,
insecticidas, ceras, aditivos en cementos, agentes de fundicion, retardantes de fuego y aceites de

inmersion (Kimbrough y Jensen, 1989).

En los Estados Unidos, los inventarios de la aplicacion de los BPCs fue aproximadamente
del 61 % en sistemas cerrados, 26% en sistemas abiertos y 13% en sistemas cerrados nominales
seglin lo muestra las tabla III-16, III-17 y III-18 de los paises miembros de la OCDE que
realciona los tipos de productos en los que fueron aplicados.

Tabla 111-16.- Principales aplicaciones de los Aroclors® ( Kimbrough y Jensen, 1989)

o sy TR - T de A
Sistemas cerrados Capacitores Transformadores 1016,1221,1254
1242,1254,1260
Lubricantes 1221,1242 al 1254 1232 al 1260
Sistemas cesrados nominales Fluidos hidrdulicos Fluides de 1242
transf. de calor.
Plastificantes en gomas. (221 al 1254y 1268
Plastificantes en resinas.
Papel carbén para copias. 1248 al 1268
Sistemas de aplicacidn abierta | Adhesivos.
Ceras. 1242
TFinta. 1221 al 1254
1242, 1254 y 1268
_1_254.

!
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* Aroclor 1221 + 1232 + 1260 + 1268,
® Transformadores y capacitores.

¢ Valores estimados.

Tabla HI-18.- Registros de aplicacion de BPCs en los paises miembros de la Organizacion
para la Cooperacion y Desarrollo Econémico (OCDE) (Bletchly, 1984 y 1985, Kimbrough, 1980).

G R momR L
£ kS 4 ] ;
! ki £ -
R .:_é:y Vigha i oy L o
Bélgica £000° 2500° -L 130004 500000* 12100 Inst, Hig!
Epidem.
Dinamarca |15 500 250 524 Minis. Amb.,
Francia 65000 | 8400 8400 50000/ 110 500 113¢10 Minis.
71000 Industry.
Alemania | 30000 | 20000 10000 50000/ 1500 69500 Minist.
60000 Fluido Interior.
hidréulico
Grecia 67° 67 63 6529 : 204 292 G. Chem,
(32) {32) State. Lab,
Irlanda 23 25 -L 13 5000 78 Dep, Envir.
Italia 12000 | 3000 22200 Caffaro Spa.?
Luxembur- | 1191° -L 12 1906 Adm, Envir.
90 120 880" 18000* 730 Deleg. EEC.
3490 -L . 39090 Soc. Cross®
5000 4000 3000* 10X10° 9800 Dep. Envir,
430377 | 2277007 [ 137000 | 1.53X10° 26923
. Aprox. Aprox, .

1 Datos estimacos a partir del nimero de transformadores y capacitores grandes reportados como llengs de Askarel .

b El Ministerio de Industria e Investigacién reporté 50,000, la ANRED reportd 71,000, N ’

* El Ministerio de planeacidn y Medio Ambiente y la Corporacién de Energia Pablica reportd 68 Tm en transformadores; 65 ton en
capacitores grandes y 54 Tm almacenados.

4 Montedippe ha estimado el total de 10,000 ton para transformadores y capacitores.

¢ Basado en una inspeccién de iransformadores de los cuales ol 41.9% se encuentran en la industria acerera, el 25.6% en diferentes
tipos de industrias v el 17.6% ¢n edificios piblicos o privados y solo un 14% en conexiones de instalaciones.

"Total tomando las piede notasenayc. -

£ Bl contenido de BPCs de transformadores multiplicada por 1.6 para obtener el total de fluido contaminado (Askarel®), por ejemplo
BPC més solvente orgénico.

b Informacién proporcionada por la Technisch Bureau der Bevordering Van Schadepreventie.

* Basado en 1 ton de BPC por transformador ¥ 5 Kg por cada capacitor grande.

I Néimero de pequettos estimados a 22,500,000 en los Paises bajos y 80,000,600 en Inglaterra.

¥ Basado en los datos proporcionados por la Sociedad Andnima Cross, interpretada por Bletchly (1984), 1a produccidn 1984/1985 no
estd disponible la Seciedad Cross estima que el 90% del total de la produccién de BPCs ha sido utilizado en fluidos en
transformadores y capacitores y que existen alrededor de 25,700 toneladas para futuras destrucciones.

! La informacidn de las cantidades de BPCs en pequedlos capacitores es incompleta y es probable que existan més pafses que poseen
BPCs almacenados que los que se muestran ¢n Ja tabla.
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Caracteristicas Fisicoquimicas

Capitulo Hl

Los BPCs son productos que fueron sintetizados para ser utilizaron a gran escala en la
industria. Dada sus excelentes propiedades fisicoquimicas, se emplearon en diversas aplicaciones
industriales. Debido a su lenta degradacién y toxicidad, actualmente y de acuerdo con la
legislacién intemacional, ha sido prohibido su uso y produccidn.

Curiosamente, fue precisamente por sus excelentes propiedades de uso industrial por las
que han sido considerados uno de los contaminantes xenobioticos mas difundidos en e] ambiente
y de mas alto riesgo ya que sus caracteristicas fisicoquimicas, estan estrechamente relacionadas
con su grado de toxicidad y los mecanismos fisiologicos de eliminacion en los organismos,
Ademas, debido a su naturaleza lipofilica, poseen la tendencia de bioacumularse en el tejido
adiposo de los diferentes grupos de organismos y por su baja capacidad para ser metabolizados.
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4.1 PROCEDIMIENTO ANALITICO

El procedimiento es similar al analisis de trazas de otras sustancias orgéanicas lipofilicas por
ejemplo plaguicidas halogenados.

El procedimiento analitico consiste en los siguientes pasos:

1. Muestreo

2. Extraccion

3. Purificacion

4. Separacién, Identificacién y Cuantificacion.

En ciertos casos la concentracion de la muestra involucra la extraccion y la purificacion que
depende del tipo de muestra sometida al analisis, los rangos y niveles de BPCs en la muestra (Lang,
1992).

Los tipos de muestras pueden ser:

a) Matrices gaseosas (aire)

b) Agua y soluciones acuosas

c) Matrices solidas (suelo y sedimentos marinos y de estuarios)

d) Matrices que contienen grasas (tejidos animales, sangre, leche, etc.)

4.1.1 MUESTREO

El propésito del muestreo es obtener especimenes que representen la situacién que estd
siendo estudiada. Los planes de muestreo pueden requerir de muestreos sistematicos obtenidos en
tiempos y lugares especificos o bien, muestreos al azar que pueden ser vilidos bajo ciertas
especificaciones pero en cualquier caso, la muestra debera ser estadisticamente representativa de la
situacién de interés (Keith, 1989).

Todos los aspectos del programa de muestreo deberan ser planeados y documentados en
detalle y se debera definir también el protocolo de los resultados y factores que intervienen durante
el muestreo. El programa de muestreo ‘debe incluir ademas las razones de eleccién del sitio de
muestreo, el nimero y tipo de muestra, el periodo de toma de la muestra y el equipo de muestreo
utilizado. El contenedor de almacenamiento no debe aiterar en forma alguna, ia composicién
cuantitativa y cualitativa 'de la muestra. En ciertos casos particulares, debido a que las muestras
ambientales son tipicamente heterogéneas es necesario realizar un buen nimero de muestreos (10 6
maés) para obtener una composicién significativa de los datos afiadiendo ademas muestras de blanco
para referencia (WHO/EURO, 1985, 1987 y 1988; Dobson y Van Esch, 1993).

De la calidad y utilidad de los datos analiticos especialmente de los rangos de microgramos-
nanogramos o aun mas bajos depende criticamente la validez de la muestra y la adecuaci6n del
programa de muestreo (Dobson y Van Esch, 1993).
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La evaluacion de muestras desde el punto de vista toxicoldgico, se debe realizar mediante un
ensayo bioldgico que permita establecer la peligrosidad de las muestras a analizar. Si los ensayos
son positivos, se deberan realizar los anélisis quimicos utilizando la cromatografia de gases/masas
para determinar los isémeros t6xicos presentes en la muestra (Keith, 1990).

4.1.2 EXTRACCION

En térmminos generales, la composicién de los aceites minerales utilizados como
dieléctricos, no es proporcionada por el proveedor sin embargo, la mayoria de los aceites
residuales contienen mezclas complejas de hidrocarburos en grandes cantidades como por
¢jemplo: alquenos, isoalquenos, naftalenos y parafinas junto con residuos de azufre (cominmente
presentes en el aceite crudo) ademas de compuestos que tienen oxigeno que son los que llevan a
cabo la oxidacion del aceite durante su uso. Tales componentes interfieren en la determinacion y
tratamiento de los BPCs contenidos en el aceite, por lo cual es necesario realizar la extraccion y/o
purificacién del BPC del aceite antes de cualquier andlisis (DeVoogt, 1991),

El pretratamiento de los aceites dieléctricos residuales generalmente consiste en la
disolucién con un solvente adecuado, generalmente hexano o isooctano. El agua presente en la
muestra debe ser eliminada con un tratamiento de sulfato de sodio anhidro seguida de un
tratamiento de secado de la capa orgénica formada. Las particulas sélidas presentes en la muestra
deberén ser separadas por filtracién a través de un filtro de fibra de vidrio. Aunque la extraccion
liquido-liquido de la muestra no es un procedimiento comun; el analito y las matrices pueden ser
facilmente eliminadas con acetonitrilo o dimetilformamida gracias a sus caracteristicas polares
utilizando silicagel para eliminar los remanentes del aceite (Devoogt, 1991).

Se han descrito hasta la actualidad, un gran niimero de procedimientos particulares con
varias modificaciones, especialmente a los procedimientos de extraccién y purificacion, Existe
ademds una gran cantidad de literatura especializada en el muestreo y método de extraccion
apropiado.

4.1.2.1 Muestreo de matrices gaseosas

Los instrumentos de muestreo para colectar y determinar BPCs en el aire consisten
basicamente en alguin material sorbente especifico tales como los filtros de fibra de vidrio, espumas
de poliuretano, Chromosorb, Silica gel, Tenax GC, resinas XDA-2 y capas de florisil que eliminan
particulas hasta de 0.3 um. Se utilizan también, redes de nylon de 200 pm cubiertas con aceite de
silicona. Las particulas son capturadas del aire y ﬁltradas por el sorbente, las cantidades de aire
bombeado para ello, generalmente son de 100 a 1000 m* Posteriormente los BPCs se extraen con
varios solventes organicos, como hexano, diclorometano, benceno, tolueno y acetona o mezclas de
ellos, mediante un extractor Soxhlet.

En estudios recientes, se ha empleado la extraccion de fluidos supercriticos como método de
separacién. El limite de deteccién de particulas de BPCs en aire es de 0,3 ng/m’ (Lang, 1992;
Alford-Stevens et. al., 1985; Wittlinger y Ballschmiter, 1990; Brownlow y Que Hee, 1985;
Chevreuil et. al,, 1988 y 1989; Hawthorne et. al., 1989; Sddergren, 1972; Rappe et. al,, 1985;
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WHO/EURO, 1987; NIOSH, 1977; Dobson y Van Esch, 1993; Bidleman, 1974; Swachamer, 1988;
Larsson et. al, 1990; Nakano et. al., 1990; Diunker y Bouchertall, 1989).

4.1.2.2 Muestreo en agua

El muestro en agua, se realiza con dificultad por las bajas concentraciones de BPCs
existentes en los ambientes acudticos; sin embargo, suelen muestrearse de 1 a 100 L (Thome y
Vandaele, 1987).

Los BPCs se extraen det agua haciendo pasar la muestra a través de un filtro con algin
adsorbente s6lido tales como undecano y monoesterato de Carbowax 400 soportado en Cromosorb
W, o un soporte poroso como pulioretano, Tenax o resinas de Amberlita XAD-2, seguida por la
elucién de los BPCs con algiin solvente organico.

Las muestras de agua también se extraen directamente con solventes organicos inmiscibles
en agua, generalmente hexano o diclorometano. No obstante, las condiciones de extraccion de la
muestra en medios con pH 4cido, pueden afectar los resultados de las estimaciones de concentracién
de BPCs en los sistemas acuosos.

El uso de solventes y membranas de dialisis, es un método eficaz para el muestreo de BPCs
y otros contaminantes lipofilicos en ambientes acudticos; en ellos, el muestreo y la extraccion se
realizan en un solo paso y su mayor ventaja es que fa muestra obtenida no necesita purificarse
(Ahlingen y Jensen, 1970; Harvey et. al., 1973; Anhof y Josepsson, 1974 y 1975; Dobson y Van
Esch, 1993; Leoni et. al., 1976; Maguire Tkacz, 1989; Teichman et. al., 1978; Swackemer et. al.,
1988; Diunker y Bouchertall, 1989; Gregor y Gummer, 1989; Schulz et. al., 1988; Morselli et. al.,
1989; Hillebrand et. al, 1989; Chevreuil et. al., 1990; Sédergren, 1990).

4.1.2.3 Muestreo de Suelos y Sedimentos

Las muestras de BPCs de los suelos y sedimentos, se extraen gencralmente después de su
homogeneizacion y secado con sulfato de sodio anhidro, lavado con hexano y posterior proceso de
acondicionamiento de secado por 5 dias a temperatura ambiente; la extraccion se realiza con una
mezcla de solventes organicos como acetona y diclorometano en un extractor Soxhlet; se utilizan
también embudos de separacion y bafios ultrasénicos (Nakano et. al., 1990; Bidleman Onley, 1974,
Teichman et. al., 1978; Edjulee et. al, 1985; Martin y Hartmon, 1985; Kominar et. al., 1985;
Dunnivant Elzerman, 1988; Huckins et. al., 1988; Baker, 1989; Onuska et. al., 1983). Previo al
analisis cromatografico, se aflade lana de cobre bafiada con é4cido nitrico al extracto de los
sedimentos para remover el azufre elemental. Otros solventes que también se utilizan son: hexano,
acetona o acetato de etilo aplicados individualmente o mezclados con alcohol isopropilico y
diclorometano; las mezclas de diclorometano y acetato de etilo se aplican eficientemente para la
extraccién de BPCs de suelos contaminados en zonas industriales. Cuando las muestras de suelos v
sedimentos contienen grasas o aceites, se extraen junto con los BPCs y se remueven en una segunda
fase (Lang, 1992; Dobson y Van Esch, 1993). Se han utilizado también con eficacia, las técnicas de
destilacién con vapor y la extraccién supercritica.
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4.1.2.4 Muestreo de Tejidos Animales

El muestreo de tejidos animales, se realiza por extraccién después de la homogeneizacién y
secado (con sulfato anhidro de sodio) con solventes organicos como diclorometano, ciclohexano, etil
acetato y benceno (Borlakoglu, 1989; Norstrom et. al., 1988; DiBella et. al., 1989; Shaw, 1984; Hoit
et. al, 1986; Focardi et.a al., 1986, Morse et. al., 1987; Olafsson y Bryan, 1987; Pellantové et. al.,
1989). Las matrices que contienen grasas como la sangre y la leche se extraen primeramente con
hexano (Zell y Ballschmiter, 1980; Petrick et. al., 1988); se aplican también otras mezclas de
solventes como dietil éter en pequefias cantidades de benceno; mezclas de benceno y acetona hexano
y acetona, tolueno y acetato de etilo (Winger et. al., 1984, Maack y Sonzogni, 1988; Staling et. al.,
1972; Fernandez et. al., 1988; Schecter et. al., 1989; Mauck y Olson, 1977; Stalling et. al., 1979;
Haines, 1983; Swachamer et. al., 1988; LeBel y Williams, 1986; Goerke y Weber, 1990),

Para su andlisis en sangre, se utiliza frecuentemente la deshidratacion con disolventes para
facilitar la ruptura de las estructuras celulares, ademas de la saponificacién, y en la leche ademés de
esto, se utiliza la adsorcién con sorbentes sélidos; para ello, primeramente, se mezcla la teche con
fibra de celulosa y florisil o bien, con Lipidex 5000 como sorbente alternativo y antes de que se
inicie el proceso de la evaporacion del agua, la mezcla se extrae con hexano (Porter et. al., 1970;
Norén y Westoo, 1986; Jensen y Jasson, 1976; Newsome y Shields, 1981; Tunistra et. al., 1980;
Bush et. al., 1983; Mes y Marchand, 1987; Seymour et. al., 1987; Noren et.a L., 1978).

Generalmente se efectia una fase previa de evaporacién con rotavapor o Kuderna y un ligero
flujo de nitrégeno para reducir la cantidad de extracto antes de la extraccion e incrementar la
concentracion de BPCs antes de su determinacion (Lang, 1992).

El limite de deteccion descrito por Reznicek (1987), con un método especial de extraccion y
determinacion de BPCs en tejido sanguineo es de 10 ppb.

4.2 PURIFICACION

El objetivo de esta fase, es la separacién de sustancias que podrian interferir en la
determinacién cromatografica, por medio de la aplicacién de diversos procedimiento para eliminar
las impurezas que estdn presentes en las diferentes matrices (Dobson y Van Esch, 1993). La
eliminacién de interferencias puede realizarse por medio de procesos fisicoquimicos; para ello, se
utilizan métodos como la cromatografia de adsorci6én sélido-liquido, la cromatografia de infiltracion
del gel y métodos quimicos (Lang, 1992).

Los absorbentes y eluyentes més utilizados para la purificacién de la muestra en la
cromatografia de s6lidos-liquido son:

» Se utiliza cominmente el florisil eluido con hexano, o con mezclas de hexano y pequefias
cantidades de dietiléter o bencenos para la purificacion de extractos en muestras de aire, papel,
lodos residuales, suelos, sedimentos, tejidos animales y vegetales, leche y sangre (Alford-
Stevens et. al., 1985; Bidleman y Onley, 1974; Denison y Vella, 1990; Martin y Hartman, 1985;
Hansen et. al., 1981; Focardi et. al., 1986; Mauck y Olson, 1977, Mes et. al., 1989 y 1990; Shane
y Bush, 1989; Lawrence y Tosine, 1977).

» Silicagel. Los BPCs pueden eluirse con hexano, mezclas benceno-hexano o hexano y
diclorometano; en ocasiones, la silicagel suele impregnarse con 4cido sulfiirico concentrado e
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hidroxido de sodio utilizando-en estos casos, hexano o pequefias cantidades de benceno en
hexano o ciclohexano como medios de extraccién en muestras de agua, sedimentos, pigmentos,
lana, madera, tejidos animales, aceites, sangre y suero después de un proceso de saponificacion
(Chen et. al., 1980; DiBella et. al., 1989; Needhamn, 1981; Operhuizen et. al., 1988; Chevreuli et.
al., 1989; Huckin et. al., 1988; Gregor y Gummer, 1989; Sistovaris et. al., 1990; Hansen y Jurs,
1981; Jensen y Sundstron, 1974; Leoini et. al., 1976; Bidleman, 1974, Lang, 1992).

» Se ha utilizado la Aliimina eluida con hidrocarburos alifaticos ligeros (pentano, hexano, isooctano
o con pequeiias cantidades de diclorometano en hexano) en la purificacién de extractos en
muestras de aire, sedimentos y tejidos animales, leche y sangre algunas veces después de la
saponificacion (Bidleman, 1974; Hansen y Jurs, 1981; Tunistra et. al., 1980; Newsome y
Shields, 1981; Dunnivant y Elzerman, 1988; Mes et. al., 1989; Lang,1992).

» El carbon activado ha sido un adsorbente especialmente utilizado para la purificacion de BPCs en
combinacién con otros métodos de separacién, es eficaz para la separacion de BPCs de
estructura coplanar; en este proceso, los BPCs pueden ser eluidos utilizando varios solventes
organicos y/o mezclas de ellos (hexano, diclorometano, etilacetato, benceno y tolueno). Este -
método ha sido frecuentemente utilizado en la separacion de BPCs de acuerdo su a foxicidad
conferida por la planaridad de su estructura (Teichman et. al., 1978; Huckins et. al, 1988; Mes et,
al., 1990; Tanabe et. al., 1987; Gagnon, 1990; Jensen y Sundstron, 1974; Stalling et. al., 1975;
Smith et. al., 1990; Hong y Bush, 1990).

» Algunas veces es necesario utilizar dos absorbentes en combinacién para purificar un extracto;
generalmente se aplica una mezcla de silica y alimina para purificar extractos de aire, agua,
sedimentos, aceites vegetales y tejidos animales (Nakano et. al., 1990; Morselli et. al., 1989;
Swackhamer et. al, 1988; Chen, 1981). Las mezclas de florisil-silicagel, se utilizan para
extractos de sedimentos y tejidos animales (Kannan et. al.,, 1988; Lognathan et. al., 1989; Luke
et. al., 1989). Para la purificacion de extractos de peces, se utilizan combinaciones de aliming-
Slorisil, ademés de combinaciones de aliimina-silicagel (Zell y Ballschmiter, 1980).

> Otra técnica de purificacion utilizada es la cromatografia de infiltracion de gel (GPC) que se
utiliza para separar la grasa de los extractos. Los geles mas cominmente utilizados son: el
BioBeads S-X3, el X4, el X-12, el Sphadex LH y PLRP-S (Maack y Sonzogni, 1988; Stalling
et. al,, 1979, 1972, 1975 y 1985; Haines, 1983; Tunistra et. al., 1990; Sericano et. al, 1990;
Seymour et. al., 1987).

Para la eliminacion de sustancias interferentes como las grasas, se han utilizado solventes
como hexano y acetonitrilo o dimetilformamida, 6 bien se tratan con un acido fuerte como el acido
sulfarico fumante; o en su defecto, es conveniente realizar una digestion alcalina de la muestra
(saponificacion) antes de ia extraccion.

Cuando se analizan suelos o sedimentos, es necesario realizar la eliminacion de azufre con
reactivos TBA-sulfito (extractado en hexano, tetrabutil amonio y sulfato anhidro saturado con sulfito
de sodio). Se han desarrollado y optimizado también, una serie de métodos y procedimientos de
purificacion de la leche por adsorcion en un disolvente polar antes de ser extraido en un aparato
Soxhlet y utilizando también una columna de polimeros (HPLC) para la purificacion de} extracto
(Seymour et. al., 1986b y 1987).
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La técnica de purificacion con cromatagrafia de adsorcion sélido-liquido (LSC) es también
eficiente con algunas modificaciones. La técnica de Cromartografia Liguida de Alta Resolucion
(HPLC por sus siglas en inglés) utilizando una fase estacionaria especial y hexano como fase mévil,
es muy util para la pre-separacion de BPCs de acuerdo a su estructura coplanar (la separacién
utilizando esta columna, es muy similar a la obtenida cuando se emplea carb6n activado). La ventaja
de esta técnica, es su mayor eficiencia de separacién de los picos con buena simetria, permitiendo
asl, una buena separacién de los isémeros mono-orto coplanares utilizando un Unico solvente en
pequeiias fracciones de volumen (2 a 3 mi) en comparacion al carb6n activado el cual requiere de
cientos de mililitros.

Se ha utilizado también, la cromatografia de HPLC de fase estacionaria y una mezcla de
diclorometano-pentano como fase mévil acoplado en linea con la cromatografia de gases con
detector de masas (CG/MS por sus siglas en inglés) utilizando monitores de iones selectivos que
detectan solo BPCs alin en presencia de plaguicidas clorados (Seymour et. al., 1986¢). Sin embargo,
es necesario realizar otro método de modificacién adicional cuando existen grasas o azufre en la
matriz a analizar (Lang, 1992).

Es dificil precisar las ventajas de una determinada técnica de purificacidn; sin embargo esto
puede hacerse aplicando la téenica mas adecuada al caso particular de acuerdo a las caracteristicas
especificas de la matriz en estudio, La cromatografia de adsorcién sélido-liquido es muy eficiente y
puede modificarse de acuerdo al caso especifico sin embargo, un problema muy serio puede ser la
reproducibilidad de los resultados por lo cual, es necesario estandarizar el método y se debe ademas,
tener el mayor cuidado en la eleccion de la capacidad del adsorbente respecto a la cantidad de la
muestra ya que, mientras mayor es la carga de lipidos en la columna, menores son los volimenes de
elucion de los compuestos a separar.

Por otra parte, los mismos adsorbentes fabricados por diferentes productores, o ain de la
misma compafiia pero de diferentes lotes de produccién, pueden presentar propiedades diferentes, lo
cual se traduce en problemas en la reproducibilidad de los resultados del anélisis (Lang, 1992).

4.3 SEPARACION E IDENTIFICACION

Es muy frecuente que la precisién en la determinacién de los niveies de BPCs sea muy
variable y dependiente de la matriz y otros factores tales como su baja solubilidad en agua y
biodegradabilidad de los isémeros individuales los que cuando se encuentran presentes, pueden
alterar la composicion de la muestra (Dobson y Van Esch, 1993).

Existen varios métodos indirectos para la determinacién de BPCs, entre los que destaca el
método a partir del cloro orgénico total en aceites de transformadores. Sin embargo, el método de
cromatografia de gases (CG) es el mas eficazmente utilizado por su alto grado de seleccion en un
complejo de mezclas empleando columnas capilares de silice con varias fases estacionarias; de
acuerdo con Dobson y Van Esch (1993), sus principales ventajas sobre otras técnicas, son su tipo de
detector altamente sensitivo, su alta eficiencia de separacién y la posibilidad de acoplarlo a ofros
métodos de identificacién de compuestos como la espectroscopia de masas (MS por sus siglas en
inglés) con buena reproducibilidad en los resultados del anélisis (Lang, 1992).
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Cada proceso cromatograficorincluye

- La inyeccién de la muestra
- Separacion
- Deteccion

4.3.1. Inyeccion

La inyeccion no es problema cuando se utilizan columnas empacadas. Cuando se utilizan
columnas capilares es necesario utilizar inyectores “splitless” o la inyeccién directa "en-columna”
(Lang, 1992). La inyeccion con splitless puede causar una alteracion significativa en el analisis,
debido al amplio rango de los puntos de ebullicién de las mezclas de BPCs, unido a la introduccién
de impurezas que pueden incrementar ain més esta respuesta. Por otro lado, aunque la inyeccion
directa “en columna” da mejores resultados, es mucho maés sensible a la presencia de impurezas que
la inyeccién en splitless lo que se traduce en errores en la fase de cuantificacién (Onuska et. al.,

1983).

4.3.2, Separacion

En el proceso de separacion, generalmente se emplean columnas empacadas o columnas
capilares con fases estacionarias "no polares” o débilmente polares. El proposito de aplicacion de
tales fases en la identificacion de los isdmeros toxicos, es la introduccion de otro tipo de mecanismo
de separacién y también, otro tipo de orden de elucién para mejorar y facilitar su separacién. Ciertas
fases estacionarias tales como las fases de n-octil-(50%)-metilpolosiloxano y SB octil 50, facilitan
especialmente la determinacion de tales isdmeros, debido a sus caracteristicas de retencién y orden
de elucibn que depende considerablemente, de la geometria de las moléculas (grado de
coplanaridad), pero se debe tener en cuenta que tales fases son altamente sensibles a inestabilidades
térmicas y quimicas.

Cuando se utilizan columnas empacadas para analizar mezclas de BPCs, el cromatograma
muestra solo algunos picos que representan generalmente varios isémeros. En general, las columnas
capilares han reemplazado a las columnas empacadas debido a la aita resolucién con lo que las
mezclas se separan en muchos mas componentes que cuando se utilizan columnas empacadas, sin
embargo, una sola columna capilar no es capaz de separar todos los 209 isdmeros de BPCs y
requiere de estandares individuales con rangos de temperatura de columna entre los 170 °C y 230 °C
(Lang, 1992; Dobson y Van Esch, 1993). La separacién completa de las mezclas de BPCs se logra
con la cromatografia de gases utilizando dos columnas capilares con diferentes fases estacionarias
(Lang, 1992; Diunker y Bouchertall, 1989).

Generalmente se emplean columnas capilares de 25 a 60 metros de longitud con didmetro
interno (d.i.) de 0,2 a 0,32 mm. La elucién de los distintos compuestos de la muestra se realiza a
través de un programa de temperatura y en la cuantificacién se emplean patrénes secundarios o bien
isomeros individuales. Los isdmeros 28, 52, 101, 138, 153 y 180, son los mas determinados porque
cubren un amplio rango de nimeros de cloro y la mayoria de ellos se encuentran presentes en gran
cantidad de muestras comerciales.

Por otra parte, las modificaciones de optimizaci6n realizadas a los programas de temperatura
en los métodos secuenciales simples de cromatografia de gases utilizando columnas capilares, ha
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mejorado la separacion de ciertos isomeros de BPCs dificilmente detectables en las mezclas
comerciales de Aroclors® (Jiménez et. al., 1992),

4.3.3. Deteccion

El Detector de Captura de Electrones (ECD por sus siglas en inglés) es el sistema de
detecciébn mas frecuentemente utilizado en la cromatografia de gases para BPCs debido a su
extrema sensibilidad, pero por otro lado es sumamente vulnerable a las impurezas y sobrecarga. La
respuesta del ECD es variable de un detector a otro; depende ademds, de ciertas condiciones
particulares tales como las variaciones de temperatura, la calidad del gas que pasa a través de él, la
velocidad y flujo del gas y la limpieza del detector (Lang, 1992).

El principio basico del funcionamiento del ECD, se inicia cuando los componentes
electronegativos de la muestra, absorben o capturan electrones al pasar a través del detector
produciendo una disminucién proporcional en el registro de la corriente eléctrica de base, el cual es
registrado con un determinando tiempo de retencién en el cromatograma que es especifico para un
determinado componente de la muestra. La identificacién de los tiempos de retencién de un
compuesto especifico, se determina por comparacion con los tiempos de retencion del anélisis de
estdndares, en las mismas condiciones en que se analiza la muestra,

Es importante tener en cuenta que a pesar de su selectividad, muchos compuestos no
halogenados como las sustancias con grasas, ésteres de ftalato y azufre elemental, entre otros,
pueden interferir en la deteccién por lo cual es necesario realizar el proceso de purificacion del
extracto previo al andlisis cromatografico (Morselli et. al., 1989).

Un segundo sistema de deteccidn frecuentemente utilizado es la Espectrometria de Masas,
Este sistema, proporciona informacién de la estructura y masa molecular de las sustancias
ahalizadas, obteniéndose asi, una identificacion precisa de los componentes a analizar de la muestra,

La espectrometria de masas es muy util cuando las muestras contienen grandes cantidades de
compuestos organoclorados y la deteccion de BPCs dentro de ellos se puede llevar a cabo de dos
formas:

- La ionizacion de impacto electronico (ITE)

- La ionizacién quimica con deteccion de ion negativo (IQINI).

Los mecanismos de respuesta de ambos son en algunos aspectos similares a los del ECD,
(Lang, 1992) sin embargo, la mayor desventaja de esta técnica es la deteccién minima relativamente
alta, que es del orden de dos o tres veces superior al del ECD (Pellizari et. al.,, 1981) para mejorar
esta deteccion, se realiza un monitoreo selectivo de iones (MSI), seleccionados de acuerdo al rango
de masas de interés.

Para la identificacion de los iones, se selecciona cada grupo de isomeros y se monitorean las
masas de estos iones; en la tabla IV-1 y Figura IV-1 se presentan el programa de masas para los
BPCs de acuerdo a cada grupo de isémeros.
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186190 | 188,190
350226 533, 224, 226 722594

254 - 260 256, 258, 260 258
288 - 294 290, 292, 294 292,294
322 -328 324, 326, 328 326, 328
356 —364 358, 360, 362 360, 364
386 -400 394, 396, 398 394, 398
1 Octacloro - 426 - 434 428, 430, 432 430, 432
Nonacloro - 462, 464, 466, 468 464, 468

Se han desarrollado también otras técnicas de deteccion como el Detector de Descarga de
Helio para determinar BPCs en ciertas muestras; la respuesta de este detector esta dada por la
deteccion especifica de emisién de cloro, basado en el nimero de dtomos de cloro presentes. Sin
embargo, sus altos limites de deteccion (10 a 35 pg) limitan su aplicacion.

Otra técnica de deteccion utilizada, es el Detector de Ionizacion de llama (FID por sus siglas
en inglés) pero no es especifico, y posee también un alto limite de deteccién minima para ser
utilizado en la determinacion trazas de BPCs en muestras ambientales; sin embargo, se utiliza para la
determinacion de la composicion de compuestos comerciales de BPCs.

La espectrometria infrarroja de transformadas de Fourier (FT-IR por sus siglas en inglés) es
otra técnica de deteccion disponible para cromatografia de gases que provee como la espectrometria
de masas, otro tipo de informacién de los datos (espectro infrarrojo) intrinsecos a un compuesto
particular, incluso de cada isémero de BPC lo cual facilita la resolucion en la ambigiiedad de
identificacion de isdmeros con la ayuda de estandares externos. Los resultados obtenidos de varios
estudios indican que cada uno de los isdmeros de los BPCs posee un espectro infrarrojo propio. La
desventaja de esta técnica, es su alto limite de deteccion (1 a 10 pg) (Schnaider et. al, 1985) y su alto
costo de instrumentacion (Lang, 1992; Herres, 1987).
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Fig. No.IV-1.- Espectro de masas con Ionizacion Quimica (CI/MS) de varios isémeros de BPCs (
Dobson y Van Esch, 1993).
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4.4, CUANTIFICACION

La eleccién de los métodos analiticos para identificar y cuantificar los BPCs depende del
propésito en particular y de los objetivos que se desean alcanzar.

El método de cuantificacion mas frecuentemente utilizado en la determinacion de los
bifenilos policlorados es la cromatografia de gases utilizando columnas capilares con detectores de
captura de electrones o acoplado a espectrdmetro de masas, Figuras IV-2, IV-3 y IV-4. Este
método, se utiliza tanto en soluciones patron, como para las mezclas mas dificiles; sin embargo se
requiere de procesos de depuracion cuando existen mezclas complejas, y para ello, se utilizan
técnicas especiales, tales como la separacién preliminar por columnas cromatograficas (Alford-
Stevens et.al., 1986% 1986b y 1986¢; Analisis; Baker,1991; Bellar, 1989; Bush y Lo, 1973; Cobum
et. al., 1977; Cooper et. al., 1985; Diunker y Bouchertail, 1989; Hambree et. al., 1993).

Cuando las muestras a analizar contienen plaguicidas organoclorados o grasas, estos se
separan y remueven facilmente de la matriz por cromatografia de liquidos de alta resolucion
utilizando adsorbentes como la silicagel, alimina o florisil como fase estacionaria antes de realizar la
determinacion de los BPCs por cromatografia de gases-masas (Dobson y Van Esch, 1993; Mulher et,
al,, 1971; Holden y Marsden, 1969; Amour y Burke, 1970; Collins et. ai., 1972).

La determinacién rigurosa de todos los isdmeros de BPCs en una muestra, requiere su
completa separacion, con aplicacién de estandares puros de todos los isémeros lo que eleva el costo
de la determinacion esto, unido a que se requiere de mucho tiempo, por lo que se ha reducido su
aplicacién. No obstante, frecuentemente se utiliza una Unica columna capilar para separar 187
isdbmeros de BPCs, alcanzando su méaxima resolucion, con tiempos de analisis que van de 140 a 200
minutos (Mullin y Pochini, 1984).

Cuando se utilizan columnas capilares, se logra mayor resolucién y separaciéon de los
componentes de las mezclas que cuando se utilizan las columnas empacadas; sin embargo, aunque
una sola columna capilar no es capaz de separar los 209 isémeros de BPCs, se puede alcanzar una -
separacion completa empleando dos columnas capilares con diferentes fases estacionarias. Estos
sisternas secuenciales permiten que las paries de la muestra que no se han resuelto en la primera
columna, se transfieran a la otra columna, en donde se puede completar su separacion.

La cuantificacién se realiza utilizando estindares secundarios en vez de isdmeros
individuales que son a menudo, mezclas de BPCs comerciales de composicion conocida. La ayuda
de un sistema de computo es muy atil cuando se emplean los tiempos de retencion para la
identificacion de los distintos picos Tabia IV-2.

Para la determinacion de sélo unos cuantos picos de isomeros seleccionados, se utilizan
isomeros individuales como estdndares de referencia obteniéndose asi, una- identificacion y
cuantificacion precisa.
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Figura No, IV-2.- Iones caracteristicos del programa de monitoreo de masas
de los Aroclors® 1012 y 1221 (Dobson y Van Esch, 1993).

v-12



D Métodos de Identificacion y Cuantificacidn

AROCLOR 1232

!\ AROCLOR 148

L4 100
Mosm Carocdesisficns
[ Co w155 e
Mascs carcateriiicos
o AA%
m/z 223
fin :
o'z 189 Cly
m/z 257
Cig
m mz 223 o
O3 257
50 100 m/z 193
Numeros de Scon -
w5
@ we 18

Fig. No.IV-3.- Tones caracteristicos del programa de monitoreo de masas de los
Aroclors® 1232 y 1242 (Dobson y Van Esch, 1993).
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de los Aroclors® 1254 y 1260 (Dobson y Van Esch, 1993).
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!

La cuantificacién puede llevarse a cabo de dos maneras, ya sea determinando los isdmeros
que generalmente se encueniran presentes a altas concentraciones y calculando sus cantidades
respecto a la cantidad total de BPCs o bien, determinando los isdmeros mas unponantes desde el
punto de vista toxicologico.

La cuantificacién empleando cromatografia de gases con columnas empacadas se realiza por
la introduccién del método de indice de retencion de la muestra.

Tabla IV-2.- Tiempos de retencion de Aroclors en sistemas duales con columnas capilares DB-
5/DB-7101 (Dobsony Van Esch, 1993).

N e e ok
| 5.85
2 7.64 7.57
3 841 843 8.37
4 8.77 8.78 8.73
5 8.98 . 9.00 8.94 8.95
6 9.71 9.66
7 10.49 10.50 10.50 10.44 1045
8 10.58 10.59 10.59 10.53
9 10.90 10.91 10.86 10.85
10 11.23 11.24 11.24 11.18 il.18
11 11.88 11.90 11.34 11.85
12 11.99 12.00 11.95
13 12,27 12,29 12.29 12.24 12.24
14 12.66 12.68 12.69 12.64 12.64
15 12.98 1299 13.00 12.95 12.95
16 13.18 13.19 13.14 13.15
17 13.61 13.63 13.58 13.58 13.59 13.59
18 13.80 13.82 13.77 13.77 13,78
19 13.96 13.97 13.93 13.96 13.90
20 14.48 14.50 14.46 14.45 14.16
2] 14.63 14.64 14.60 14.60
22 14.99 15.02 14.98 14.97 14.98
23 15.35 15.36 1532 15.31 15.32
24 16.61 15.96
25 16.14 16.08 16.08 16.10
26 16.27 16.29 16.26 16.24 16.25 16.26
27 16.53
28 17.04 16.99 16.96 16.97
29 17.22 17.19 17.19 17.19 17.21
30 17.46 17.43 17.43 17.44
31 17.69 17.69
32 17.92 17.91 17.91
33 18.16 18.14 18.14
34 18.41 18.37 18.36 18.36 18.37
35 18.58 18.56 18.55 18.55
36 18.68
37 18.83 18.80 18.78 18.78 18.79
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38 19.33 19.30 19.29 19.29 18.29
39 19.48 18,48
40 19.81 19.80
41 20,03 19.97 19.92 19.92

42 20.28 20.28
43 20.46 2045

44 20.57 20.57
45 20.85 20.83 20.83 20,83
46 21.18 21.14 21,12 20,98

47 21,36 21,38 21.38
48 2178 21.78
49 22.08 22.05 22.04 22.03
50 22,38 2237
5l 22,74 22.73
52 22.96 2295
53 23.23 23.23
54 2342
55 23.75 2373

Existen ademads otros métodos para determinar BPCs que no se utilizan frecuentemente pero
que pueden ser de gran utilidad, si no se requiere una precisién minuciosa en los resultados entre los
que destacan: (Dobson y Van Esch, 1993)

e El método de seleccion de picos o método de comparacion de picos; para ello, se eligen ciertos
picos como representantes de la mezcla empleando estdndares comerciales (Aroclors®) como
referencias de comparacién de las dreas o alturas de los picos seleccionados en el cromatograma.

¢ Método de comparacion de la respuesta de todos los picos en la muestra con aquellos del

* estandar de referencia.

o El método Webb McCall consiste en realizar ¢l andlisis cromatografico de la muestra, bajo las
mismas condiciones que el estindar utilizando un detector de conductividad de Coulson, de
captura de electrones y espectrdmetro de masas. De los resultados obtenidos se determina el
porcentaje en peso de cada uno de los picos de la muestra y se compara con los resultados de las
tablas de los Aroclor® 1221, 1232, 1242, 1248, 1254 y 1260, preparadas por Webb y McCall;
para la cuantificacién de las muestras, se emplean los factores de respuesta de los estandares
calculados para otros detectores de captura de electrones. Este método ofrece mejores resultados
que el método anterior pero es necesario utilizar las mismas condiciones cromatogréficas y los
mismos estandares empleados por Webb y McCall (Lang, 1992) ahora bien, el Factor de
Respuesta Relativo (FRR) de los diferentes isomeros depende del nimero de atomos de cloro y
su posicion en la molécula y para su fécil manejo, han sido minimizades agrupando a los
congéneres en 31 grupos de acuerdo al FRR de los estdndares comerciales sin embargo, cuando
la identificacién de algunos picos no puede ser determinada sin ambigliedad, éstas se resuelven
por la aplicacion de otras técnicas como la resonancia magnética nuclear (RMN) y la
espectrometria de masas o infrarroja (Dobson y Van Esch, 1993).

o
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o El método de percloracicn, es la conversion de todos los isémeros de los BPCs en decacloro
bifenilos mediante purificacién utilizando un agente catalizador de cloracién, generalmente
pentacloruro de antimonio y determinando el decacloro bifenilo formado. El método representa
una cuantificacion real desde el punto de vista cromatografico ya que los compuestos
determinados y los estindares se definen como compuestos individuales. La desventaja de este
método, es que proporciona poca informacién de la composicion de los isdmeros en la muestra y
su aplicacion, puede verse afectada por cambios en las condiciones de la reaccién, tales como la
temperatura ademas de la introduccién de otros compuestos que pueden convertirse en decacloro
bifenilos ¢ inducir a errores de lectura.

o El método de decloracion, involucra la conversién de todos los isdémeros de los BPCs a bifenilo.
El agente reductor puede ser hidrogeno en presencia de paladio como catalizador o una solucion
de hidruro de litio y aluminio (LiAlHs) en dietileter. La determinacién se realiza con
cromatografia de gases y detector de ionizacion de llama (FID), se sugiere también el uso de
cromatografia de liquidos con deteccién UV para determinar tanto e} decaclorobifenilo como el
bifenilo ya que los bifenilos polibromados pueden interferir en la determinacién (Kock et. al.,
1981).

El segundo sistema de cuantificacién mas frecuentemente utilizado es la espectrometria de
masas con detector miltiple de iones (DMI). El limife de deteccion utilizando espectrometria de
masas de alta resolucién es de 0.01-1 pg. para cada uno de los isdmeros inyectados. No obstante, los
niveles de deteccidn en la muestra dependen del tamafio de la muestra y de la matriz que lo
contenga, por ejemplo, en una muestra de aire ambiental, el nivel de deteccion es de 0.05 pg/m’ por
isomero. En general se considera que no existe interferencia de otras sustancias en niveles cercanos a
0.01 mg/kg. En aguas de rio y aire los limites de deteccién de BPCs pueden ser de 1 ppt y 0.3 ng/m®
respectivamente (Dobson y Van Esch, 1993; Rappe et. al,, 1985; WHO/EURO, 1987).

Se ha empleado también el método de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion con
detectores UV para determinar y cuantificar mezclas comerciales de BPCs; y para ello, se utilizan
columnas empacadas de 5 um de LiCrosorb Si 60 como fase estacionaria y n-hexano como fase
movil, en el andlisis de bifenilos decaclorados (después de la percloracion de los BPCs) o bifenilos
(después de la decloracion). Su gran desventaja es el alto limite de deteccion (0.5 ng para el bifenilo)
sin embargo, es utilizado muy eficazmente para la purificacién y separacion de los extractos antes
del analisis de Cromatografia de gases (Lang, 1992).

Existen técnicas que combinan los métodos de espectroscopia de masas y la espectroscopia
infrarroja, para analizar cuantitativa y cualitativamente, mezclas de BPCs e incluso los isomeros
posicionales; la clave principal de este aparato es el dispositivo especial para temperatura de 77°K
del efluente al cromatografo de gases. Esta téenica produce espectros infrarrojos semejantes a la fase
espectro de condensacion de temperatura ambiente normal, en comparacion a la fase de espectro de
gas producida por la cromatografia de gases convencional; la porcion de cuantificacién de masas del
instrumento, tiene capacidad cuantitativa superior con limites de deteccion inferioreas al nanogramo
utilizando iones de monitoreo selectivo, la técnica ha demostrado ser efectiva con limites de
deteccion muy bajos, hasta de 500 pg. para el 3,3',4,5-tetraclorobifenilo (Durell y Sawer, 1990).
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Los métodos de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién y la Espectrometria Infrarroja
aunque son aplicables bajo ciertos limites, son itiles para la separacion de compuestos en la mezcla
(Dobson y Van Esch, 1993; Hasan y Jurs, 1990; Huckins et. al., 1988; Jakus y Baskunov, 1991° y
1991b; Karasek et. al., 1981; Lawrence y Tosine, 1976; Leoini et. al., 1976; Robbat, 1988; Slade,
1976; Sofer, 1986, Voyksner et, al., 1986; Webb y McCall, 1973; Winfield, 1989a; Winfield,
1989b).

La cuantificacién de isdmeros individuales puede realizarse también, utilizando la
cromatografia de gases y liquidos con columnas capilares de vidrio, con detectores de ionizacion de
flama de hidrégeno y captura de electrones (Albro et. al., 1981; Duinker y Hillebrand, 1983).
Aunque para ello, en ocasiones, es necesario utilizar referencias de las caracteristicas cualitativas y
cuantitativas de los estindares de BPCs estudiados en la literatura existente que son necesarias para
la calibracién de los procesos analfticos, como la determinacién de los tiempos de retencién y los
factores de respuesta comparados con espectros de analisis cromatograficos y espectroscépicos
previamente realizados. Ademés, cuando sea posible se debera utilizar el marcaje de isétopos (C y
CI*") dentro de la muestra para incrementar la precisién en el anilisis dando validez al muestreo, al
proceso de purificacion de la muestra y a la cuantificacion.

El cromatdgrafo de gases con captura de electrones acoplado a espectrometria de masas es el
método més utilizado para la identificacién del '*C marcado en los BPCs y constituye la mejor
técnica disponible de aplicacion universal a productos y residuos comerciales (Dobson y Van Esch,
1993).

4.5. OTROS METODOS DE DETERMINACION DE BPCs

4.5.1. EI Radio Inmuno Ensayo (RIA por sus siglas en inglés) basado en ia competencia entre un
compuesto (que actia como ligando) y un radio-ligando para la unién a sitios en el
antisuero, el cual es una sustancia especialmente preparada con el propésito de emplear las
respuestas del sistema inmunitario de los animales, especialmente en conejos. La
preparacion de la muestra incluye un proceso de extraccion y purificacion en el cual, el
solvente es evaporado hasta sequedad y el extracto es disuelto en dimetilsulféxido al que se
afiaden cantidades conocidas de antisuero y radioligando y después de la incubacion, los
ligandos unidos o no, son separados, se determinan las cantidades de los radioligandos no
unidos midiendo su reactividad y se calcula la cantidad de ligandos en la muestra. La
afinidad de los BPCs al antisuero ¢s selectiva pero no especifica, lo cual reduce la aplicacién
del método en la determinaciéon de analisis de isomeros especificos, sin embargo, los
resultados, expresados como total de BPCs son comparables a los obtenidos utilizando
cromatografia de gases con columnas empacadas (Lang, 1992; Dobson y Van Esch, 1993).

4.5.2, Bioensayos mediante células de hepatoma de ratas H-4-II E, Algunos isdmeros de BPCs
son inductores significativos de un determinado sistema enzimético (AHH-anhidro carburo
hidrolasas, EROD-etoxiresorufina-o-dietilasa) en células animales, y puede correlacionarse
la potencia inductora de un isdmero in vitro con la potencia para causar efectos toxicos en
organismos vivos. Es posible utilizar un cultivo de c€lulas para ensayos del receptor 4k
relacionado con el potencial téxico de los compuestos en extractos de muestras ambientales.
Bésicamente, el método consiste en la disolucién del extracto de la muestra a analizar en
dimetilsulféxido o isooctano el cual se adiciona a las células cultivadas en cajas petri y
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después de un periodo de incubacién de 72 hrs. se analiza y determina la velocidad de
conversion de las células, de benzo(a)pireno a 3-hidroxibenzo(a)pireno (actividad AHH) y/o
la velocidad de conversion de etoxiresorufina (actividad EROD) de espectro fluorimétrico.
Los resultados obtenidos se comparan con los obtenidos empleando estandares de 2,3,7,8-
TCDD a concentraciones conocidas y los resultados finales, se expresan como toxicidad
equivalente al 2,3,7,8-TCDD. El limite de deteccion es de 10 pg de equivalente del 2,3,7,8-
TCDD. Este método constituye una herramienta eficiente para los estudios de monitoreo
ambiental (Safe et.al., 1987; Tillitt et. al., 1991* y b; Nebert y Gilborn, 1986; Lang, 1992,
Dobson y Van Esch, 1995).

El ensayo competitivo de unién para ligandos del receptor Ah. El método permite
determinar la afinidad de unién de los componentes de una muestra al receptor 4h, el ensayo
se basa en la competencia entre el radioligando (2-[125 I] yodo-7,8-dibromodibenzo-p-
dioxina) y los componentes de la muestra para unirse al receptor 4h preparado a partir de
higado de mono. La minima concentracion detectable es 0,8 pg de 2,3,7,8-TCDD en 0,25
ml. Este método es también utilizado en anélisis ambientales (Bradfield et. al., 1988a;
Bradfielkd y Potand, 1988b).

Las propiedades del espectro de UV de los BPCs son utilizadas ademas de los analisis de
cromatografia de liquidos con detector UV en la identificacion de productos sintéticos
(Hutzinger et. al., 1974) congéneres individuales (IARC,1978; Appleby, 1976) y mezclas de
Aroclors (Brinkman et. al.,1976). Se ha reportado también, la aplicacién del espectro de la
excitacion fosfofluorescente de congéneres de BPC en ciclodextrina.

4.5.5. La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), proporciona informacién

sobre: ia estructura de un compuesto orgénico, los tipos de protones equivalentes en el
compuesto, el niimero relativo de protones que producen absorcién y el niimero de
hidrogenos en los atomos de carbono adyacentes. Sin emabrgo, no siempre es posible
identificar la estructura de un compuesto sélo por su espectro de RMN pero cuando se
combina con datos de la espectroscopia infrarroja (IR) o espectroscopia de masas (MS),
es posible determinar con precision la estructura de ciertos congéneres de BPCs. Los
trabajos de Mullin y Pochini (1981 y 1984), han publicado la determinacion de todos los
congéneres de BPC por RMN utilizando el marcaje de isétopos '*C. Hutzinger et. al. (1974)
ha presentado datos sobre 17 congéneres componentes del Aroclor® 1254, En la misma
linea de trabajo, Wilson (1973) ha presentado el espectro RMN de 13C y 1H de 10

congéneres simétricos de BPCs, caracterizando por 1H el espectro de los congéneres
tetra-, penta-, hexa-, hepta-, octa- y nonaclorobifenilos.

Ademas de los métodos descritos, existen ofras técnicas que se emplean en casos muy

especificos tales como: la determinacién de cloro en aceites de transformadores utilizando la
activacién neutrénica y espectrometria de rayos y. También, se ha utilizado el método de conversién
de cloros de la molécula de BPCs en iones cloruro con sodio metdlico ( Finch, 1990) y su
determinacion con espectrofotometria o mediante un electrodo selectivo para iones cloruro, todos
estos métodos estan limitados a muy altas concentraciones de BPCs en la muestra y no proveen
informacién cualitativa de las muestras; sin embargo, su principal ventaja es su simplicidad (Lang,

1992).
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4.6. MEDICIONES EN CAMPO

Ademas de los métodos de laboratorio descritos anteriormente, se han desarrollado infinidad

de pruebas campo faciles de utilizar por su simplicidad. Las mediciones de concentracién de los
BPCs originadas por fugas o derrames del aceite mineral de los transformadores en campo se
realizan tradicionalmente en laboratorios utilizando el analisis cromatografico de gases-masas. Sin
embargo, recientemente se han desarrollado técnicas e instrumentos de andlisis para la répida
medicién de niveles de BPC en el mismo sitio de muestreo (Cooper et. al., 1985) A continuacion se
describen algunos procesos:

4.6.1

4.6.2.

4.6.3.

4.6.4.

Espectrémetro Miran 980 para el andlisis de BPCs derramados en suelos con programas de
accion regular y rutinarios.

Detector de Fluorescencia de Rayos X, El espectrémetro Horiba, llamado MESA 200 es un

detector portétil de niveles de BPC, basado en la tecnologia de fluorescencia de rayos-X que
consiste en la determinacidén de los niveles de concentracion de BPCs en una muestra de
aceite mineral; es un método indirecto, que en realidad mide el contenido total de cloro en el
aceite, ya que la concentracién de cloro en el finido es proporcional a la concentracion de
BPC; el medidor del indicador de cloro, se puede calibrar para leer la concentracién de BPCs
en términos de ppm.

Estuche Quimico de Prueba de Campo. La corporacién Centec Analytical Services Inc, ha
desarrollado una prueba de campo de andlisis de BPCs, el equipo utiliza un método quimico
para la determinacién inmediata de la concentraciéon de BPC en los aceites de los
transformadores eléctricos; el procedimiento de 3 pasos tarda menos de 5 minutos por
muestra, el nivel de concentracion de BPC se indica en términos de niveles de riesgo
establecido a través de una pantalla LED. El alcance de identificacién de la concentracion de
BPC es de hasta menos de 50 ppm; en éste método, los anillos del bifenilo son
completamente separados de los 4tomos de cloro y la mezcla resultante no-BPC se analiza
por medios electrénicos. Ya que este método destruye los BPCs en la muestra, [a disposicién
de la muestra en reaccion no presenta riesgo para el ambiente. La exactitud del método en el
campo parece ser de 90 % con patrones de Askarel® conocidos y con muestras (Forrest,
1987).

Analizador de Contaminacion por derrames de BPCs en Suelos. El equipo es un Miran 1-
A basico acoplado a un Espectrometro Infrarrojo 980 con adaptacion de reflexién interna
multiple (MIR por sus siglas en inglés) llamada también reflexion total atenuada (ATR por
sus siglas en inglés) de las celdillas a el Miran 980. El principio de operacién esta basado en
el hecho de que la energia infrarroja es total ¢ internamente reflejada dentro de un material
optico de alto indice refractivo por ejemplo ZnSe, que penetra una corta distancia dentro de
la muestra de suelo; si la muestra absorbe energia desde longitudes de onda especificas, la
intensidad del rayo se disminuye y generalmente se expresa como una absorbancia que estd
relacionada con concentracion, El sistema tal como se desarrolld, se puede utilizar para la
determinacién de concentraciones de BPC en los suelos y en liquidos conteniendo sélidos
suspendidos; este equipo elimina los problemas de error por dilucién algunas veces
encontrados con el método cromatografico (Forrest, 1987).
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4.6.5. La Electric Power Reséarch ha desarrollado un conjunto de pruebas kit para determinar
la presencia de iones cloro y BPCs en muestras de aceites. El sistema consta de una fase
liquida acuosa dentro de una capsula que contiene una cantidad determinada de un metal
alcalino; la cdpsula estd a su vez, dentro de otra que contiene una determinada cantidad de
mercurio valorado, el cual reacciona con los iones cloro, y un colorante indicador que
reacciona con el ion mercurio; y de esta manera, las cantidades determinadas del metal lcali,
el mercurio valorado y el colorante indicador, proporcionan una deteccion visual de la
presencia de los iones cloro y BPCs a una baja concentracién en la muestra de aceite

(Electric, 1988).

Recientemente, se ha desarrollado un aparato para el andlisis de BPCs en campo por método
de desorcion térmica con cromatografia de gases y espectrometria de masas, para la deteccion de
BPCs en sitios de disposicién de residuos peligrosos; lograndose anélisis semicuantitativos en 2.5
min. por muestra y andlisis cuantitativos completos en 20 min incluyendo el tiempo de preparacién
de la muestra con limites de detecciéon de ppm (Robbat et. al,, 1992).

La US. EPA, no dictamina el método por el cual hacer las determinaciones de la
concentracion de BPC en muestras ambientales, pero en 1985 promovié un método analitico
(Método 680) para la determinacion de BPCs en agua, suelos y sedimentos por cromatografia de
gases-masas asi como también una segunda revision de un método para el andlisis de varios
compuestos clorados en los productos comerciales y residuos peligrosos (Kimbrough y Jensen,
1989). Para el desarrollo de estos métodos, la EPA ha seguido las directrices de andlisis
influenciadas en gran medida, por la intervencién de la Sociedad Americana para la Prueba de
Materiales (ASTM por sus sigla en inglés) del Comite D-27 al desarrollar €l método ASTM D-
4059. Los métodos de la U.S. EPA y la ASTM son compatibles y dan resultados similares.

En el Método ASTM D-4059 la muestra de aceite por analizar se diluye con hexano y se
purifica con florisil (catalizador gel de magnesio/silicato) para retirar las interferencias, una fraccion
de 4 pl. de esta mezcla preparada, se inyecta al cromatdgrafo utilizando un detector de captura de
electrones.

La identificacion del tipo de Aroclor en la muestra, se realiza por comparacién con los
cromatogramas obtenidos con los estindares internos de los diferentes tipos de Aroclor® vy
posteriormente, se calcula la concentracion de los BPCs en la muestra (Forrest, 1987).

La tabla IV-3 presenta los procedimientos analiticos mas utilizados para BPCs. Estos
procedimientos incluyen los desarrollados por la U.S EPA (para halocarburos), U.S. EPA (B100),
U.S. EPA (5,A,[1]). Se contemplan el tipo de material contaminado, interferencias y tipo de
matriz como son: agua, agua residual, suelo, sedimentos, lodos, aire, emisiones por combustion e
incineracién, Askareles de capacitores, fluidos de transformadores, aceites gastados, mezclas de
bencenos clorados, pigmentos, comida, leche, sangre y tejido adiposo.
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Tabla.No.IV-3.- Procedimientos estdndares de andlisis para BPCs (Erickson, 1986).

D3534-80 agua Hexano/CH;Cly | (Florisil) PGC/ECD? NO | Arcatotalo 0.1ph NO | ASTM,i%981a
(Silica Gel) Webb-McCall
608 agua CHI, (Florisil) PGC/ECD NO | Area 0.04-0.15 pg/l SI | EPA,1984e;
(8 remocidn) Longbottom y
Lichtonberg,!
982
625 agua CH,Cl, hinguno PGC/EIMS SI | Area 30-36 pg/l SI | BPA,1984f;
(CGC) Longhottom ¥
Lichtenberg, |
982
304h agua Hexano/CHCl; | Florisil/Silica gel | PGC/ECD SI ] Areassumadaso | NS 81 | EPA,1978
. (85/15) (CH,CN) o HECD Webb-McCall
(S remocidn)
EPA( por productes) | agua Varios Varias HRGC/EIM SI | Picos individuales | NS §! | Erickson et
s al, 1982,1983
EPA,1984¢
ANSI agua Hexano {H;80,, PGC/ECD NO | Picos individuales | 2 ppm 51 | ANSLI974
(Saponificacitn) o sumados
- Alimina
Maonsanto agua Hexano Alimina PGC/ECD NO | Alturns de picos { 2 ppb NO | Moein, 1976
individuales 0 -
totales
UK-DOE agua Hexano Silica Gel PGC/ECD NO NS 106 ng/l NO | UK-
DOE, 197
Devenish ¥
Harling-
Bowen, 1980
D3304-74 aire DI (H,804) PGC/ECD NO | Aroa total NS SI | ASTM,1981b
BgUA Hexano (Saponificacion)
suelo H0/CH,CN (Almina}
sedimentos
EPA{homdlogo} solidos ¥ | Varios Varios HRGC/EIM SI [ Picos individuales | NS St | Erickson et
liguidos S al.,1985¢
EPA 625-5 lodos CH.Cl, Florisil, HRGC/BEIM SI | Arca NS §1 | Haile ¥
L Silica Gel, ] Lopez-
o GPC o PGC/EIMS Avila, 1984
EPA(hidrocarburas | Lodos Hexano/CH,Cl; | GPC PGC/ECD SI | Altura o 4reg de | NS SI | Rodriguez ot
hatogenados) Acetona $ remocion picos al,, 1980
(83/15/2)
Contaminantes Lodos CH,Cl, GPC PGC/EIMS SI | NS N§& SI | EPA,197%
pricritarios (Fracciones
base/meytras
4cidas)
Big0 Lodos CH,CL, GPC HRGC/EIM SI | NS NS SI | Ballinger,197
(3 fracciones) Silica Gel So 8
PGC/EIMS
&080 Deshechos CH:Cly (Florisil) PGC/ECD NO | Area I pg! S1 | EPA,1982e
sdlidos
§250 Deshechos CH,Cl, Ninguno PGC/EIMS NO | NS 1 pgl 81 | EPA,1982e
sélidos
8270 Deshechos CHCl, Ningurio HRGC/EM NO NS 1 pg! SI | EPA,1982¢
s6lidos S
EPA{derrames) No hexatiofacetona { (CH,CN) PGC/ECD NO |Area total o NS NO } Beard y
especificados (Florisil) Webb-McCall Schaum,1978
(Stlica Gel)
(Mercurio)
EPA Suelos y | acetona/ hexano | Florisil PGC/ECD NO | Computadora NS SI | EPA,1982d
sedimentos Silica Gel
(S remocién)
Monsanto Sedimentes | CH;CN Sapaonificacion PGC/ECD NO | Alura de picos | 2 ppb NO | Moein, 1976
H,804 individuales 0
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Afimina ¢ totales
ANSI Sedimentos, | CH;CN S;poniﬁcacién PGC/ECD NO | Picos simples o] 2ppm SI | ANSL 1974
suelo. H;S0,4 $uma de picos
Alizmina
EPA (por producto) | Aire Hexano {H;S04) HRGC/EIM St | Picos individuales | NS SI | Erickson et
colectado, {Florisil) s al.,
Florisil o Erickson, 1984
XAD-2 c
EPA(aire) Aire hexano/éter Alimina PGC/ECD NO | Area total o altura | 10-50 ng/m® NO | Lewis, 1982
colectado de picos
cerca de
sitios  con
residuos
pelignosos o
PUF
EPA (pilas) Emisiones de | Hexano H:504) Percloracién | NO | Area 10ng NO | Haile y
incineradores PGC/ECD Balagi, 1977;
¥ aire Beard y
colectado Schaum, 1978
sobre florisil
EPA Fuentes  de | Pentano o | (Florisil/Silica PGCMS SE | Areathomologe 0.1 ng/finy. NO | Levins et
combustién | CHCl2 gel) al., 1979
colectadas
sobre florisit
EPA(Incineradores) | Gas apilado | Pentano/metano PGCMS SI | Picos individuales | NS S 1 Beard y
{ Schaum,1978
ANSI Aire  (con (H,S04) PGC/ECD NO | Picos individuales | 2 ppb S1 1 ANSLI1974
toluenc) {Saponificacitn)
{Alimina)
NIOSH(P&CAM Aire Hexano Ninguno PGC/ECD NO | Altura de picos o | 0.0 mg/m’ NO | NIOSH, 1%77a
244) colectadn o drea de la curva
forisil estandar o Webb-
MacCall
NIOSH(P&CAM Aire Hexano Ninguno PGC/ECD NO | Alwra de picos o | 0.01 mg/m’ NO | NIOSH,1977b
253 colectado o Percloracién 4rea de la curva ©
forisil estandar
EPA (gas) Muestras  de | Hexano H80, PGC/ECD Area total, altra | 0.1-2 pgm’ NO { Harvis L3
gas natural de picos 0 Webb- al., 1981
con florisil MacCall
(Percloracitn)
EPA [5.A.(3)] Sangre Hexano {Florisil) PGC/ECD NO | NS NS NO | Watts, 1980
EPA [5.A4D)] Adiposo Pet. Florisil PGC/ECD NO | NS N§ SI | Watts, 1980
Eter/CH;CN
EPA (3,.D) Adiposo Pet. Saponificacién TLC NO | Semicuantitativa 10 ppm NO | Waits, 1980
Eter/CH;CN Florisil
EPA (9,B)} Leche Acetonhexano | CHiCN PGC/ECD SI { Picos individuales § 50 ppb S1 | Watts, 1980
Florisil Sherma, 1981
Silica 4cida
AOAC (29) Comida CH;CN/pet. Florisil PGC/ECD RO | Area total o picos § N§* NO | AOAC,1980a
Eter MgO/diatomacea individuales
Saponificacién
Japdn Comida Pet. Silica Gel PGC/ECD SI |Suma de dreas|NS NO | Tanabe,1976
Eter/CH,CN Saponificacién percloracién
(Florisil}
PAM Comida Pet. Silica &cida PGC/ECD NO | Area NS NO | FDA,1977
Eter/CH:CN {Saponificacién) | PGC/HECD
{Oxidacién) NP-TLC
{Florisil) (RP-TLC)
AOQAC (29) papel y | Saponificacidn | Florisil PGC/ECD NO | Area total o picos | NS* NO | AOC,1980b
cartdn MgO/diatomacea individuales
Saponificacién
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L

D330 74 Askarcics do ] DI Ninguno SCOT "NO | Area tolal 280107 Mol | NO | ASTM, 19802
capacitores HRGC/FID

D4059-83 Aceite Dilucion  con { Florisil barro PGC/ECD 81 | Picos individuales | 50 ppm NO | ASTM, 1983
mineral hexano o | {(H:S04) (PGC/HECD o0 Webb-MacCall

isooctano (Columna con|)}
. florisil}

EI_;A (aceites) Fluidos de | DI (H2504) PGC/HECD NO | Picos individuales | 1 mg/kg SI { EPA,1981
fransibrmado (Florisil) /ECD 0 Bellar y
res o aceites (Altimina) /EIMS Lichtemberg,1
gasiados (Siliea Gel) (HRGC) 98t

(GPC), (CH;CN)

EPA(por productos) | Productos o | Varios Varios HRGC/EIM 81 | 10 isdmeros NS SI [ Erickson et

deshechos S al., 19821983

4
Erickson,1984

DCMA 3 tipos de | A.Hexano/H;S0O | Ninguno PGC/ECD NO |Alura de picos | Ippb/homsl. SI | DCM,1982
pigmentos 4 totafes/homdlogos
B.CHCY, Florisil
now Bencenos Pl Ninguno PGC/EIMS 81 { Picos individuales | NS SI { DOW, 1981
clorados
EPA(grupas No No sefialado No sefialado HRGC/EM SI NS SI | EPA,1984d
isémeros) especificados -~ b

No especiﬁc; detalles
Inyeccién directa o diluida e inyectada

Las técnicas en paréntesis son descritas como opciones en el procedimiento

También Cromatografia de Gases con columna empacada (packed column gas chromatography,PGC) con
microcoulémetro o conductividad electrolitica,

Control de Calidad.

Limite de Deteccion.

O e ow

Uuo

Es dificil precisar las ventajas de un determinado método o técnica de cromatografica sobre
otra, sin embargo esto puede hacerse eligiendo el método analitico mas adecuado para identificar y
cuantificar BPCs en cada caso particular dependiendo del propésito de estudio en particular y los
objetivos que se deseen alcanzar es decir, de la necesidad de realizar estudios en detalle de todas y
cada uno de las posiciones de cloro en los isémeros o bien, para determinar los congéneres de BPC
de mayor concentracidn en las mezclas comerciales 0 en su caso, para el estudio de registros
toxicolbgicos. Ademas, se debera tomar siempre en cuenta las caracteristicas especificas de la matriz
en estudio para estandarizar el método mds adecuado al caso pensando en la necesidad de la
reproducibilidad de los resultados,

Las mediciones ambientales son dificiles de realizar por las bajas concentraciones de BPCs
existentes en los diferentes tipos de matriz (agua, aire, suelos y sedimentos) y la presencia de
sustancias interferentes ademés de las complicaciones derivadas al analizar mezclas de BPCs en
lugar de un compuesto especifico, lo que provoca un serio problema en el anélisis cuantitativo, ya
que los andlisis implican la determinacion de compuestos con diferentes grados de cloracién
comprendiendo un amplio rango de pesos moleculares y propiedades fisicas y quimicas muy
diversas. Sin embargo, para realizar éstos andlisis rutinarios de BPCs es recomendable utilizar
téchicas cromatograficas modernas como la cromatografia de liquidos de alta resolucién aplicable
bajo ciertas condiciones de operaci6n; asi como con cromatografia de gases con detector de captura

Iv-24



Métodos de Ideniificacion y Cuantificacion

‘ H H

de electrones con la que se pueden alcanzar éxcelentes grados de resolucién y separacién de otros
compuestos organicos clorados como plaguicidas y dioxinas. Por ofra parte, el uso de columnas
capilares de gran resolucion y el empleo del cromatografo de gases acoplado a espectrometria de
masas permite la identificacion de practicamente todos los isdmeros presentes en las mezclas
comerciales y aunque a veces es dificil distinguir entre dos isdmeros con el mismo nimero de
atomos de cloro s6lo por su espectro de masas, se puede acudir a los datos de tiempos de retencion
para facilitar su identificacién ademas del uso de estandares comerciales.

La evaluacion de las muestras desde el punto de vista toxicol6gico, debe realizarse mediante
¢l ensayo bioldgico que permita establecer la peligrosidad de la muestra a analizar, y si estos resultan
positivos, se deberan realizar los andlisis quimicos utilizando la cromatografia de gases-masas para
determinar los isémeros toxicos minimizando previamente las posibles interferencias.
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La Conferencia Americana de Higienistas Industriales de Estados Unidos de América que
clasifica los compuestos por su toxicidad, ha registrado a los BPCs como una toxina clase 1-2, lo
que significa que estos compuestos son no-toxicos a ligeramente tdéxicos (CFR, 1990). Sin
embargo, la posicién de la Agencia de Proteccién Ambiental (U.S. EPA) en la introduccidn a su
manual de inspeccion del Acta de Control de Sustancias Toxicas (T.S.C.A. por sus siglas en
inglés) los considera como compuestos potencialmente carcinogénicos (U.S.EPA, 1980) debido a
que existen evidencias de ciertos estudios llevados a cabo en animales, en los cuales se ha
demostrado la formacién de nddulos y carcinomas en el higado de ratas (Ioto et. al., 1974);
existen ademas, evidencias de que el Aroclor® 1254 actiia como promotor de tumores (Preston et.
al, 1981),

Aunque por mucho tiempo se ha sabido que los BPCs son peligrosos, solo hasta hace
algunos afios se ha reconocido que son una amenaza para la salud y el medio ambiente ya que se
les ha encontrado en concentraciones importantes en la leche materna (Gosselin y Gleason,
1979) tejidos de peces y otros organismos de vida silvestre (Vojinovic et. al., 1992) ademas de
vias fluviales, sedimentos, y oc€anos.

Su caracteristica de liposolubilidad, los hace que sean bioacumulables en los tejidos
grasos, con lo que su paso a escalones superiores de la cadena trofica resulta inmediato y su
acumulacion en la biota tienden a ser 104 veces mayor que en el agua o aire que los circunda
(Dobson y Van Esch, 1993).

5.1. FUENTES DE CONTAMINACION POR BPCs

Los principales mecanismos de contaminacion de BPCs son los vertidos y derrames de
aceites y residuos que contiene BPCs directamente al mar o en sistemas de agua superficial,

ademas de:

¢ Dispersion en los suelos de liquidos que contienen BPCs por las industrias que los
producen o utilizan como lubricantes o conductores térmicos.

¢ Depésito o abandono de materiales contaminados (transformadores, capacitores etc.)
en vertederos a cielo abierto.

¢ Exposicion de sustancias plastificantes fabricadas con BPCs.

¢+ Volatilizacién durante la combustion de materiales contaminantes y emision en
procesos de incineracion de los BPCs u otros materiales.

5.2. PRINCIPALES CASOS DE CONTAMINACION POR BPCs

Los dos incidentes de contaminacién por BPCs més importantes que han hecho historia y
por los que se ha puesto mayor atencién a este compuesto quimico como agente altamente
contaminante han sido: el incidente de Yusho y la contaminacion del rio Hudson.
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El incidente de 1968 en Yusho Japdn, ocasion6 un brote masivo de envenenamiento por
alimentos, debido a la ingestidn de aceite comestible contaminado con BPCs y otros compuestos
quimicos; aunque después de algunos afios el BPC fue exonerado como el culpable por medio de
estudios que demostraron que el aceite contenfa ademéas grandes cantidades de otros
hidrocarburos clorados, tales como de (PCDF) policloro dibenzo furanos con 5 ppm, (PCTs)
policloroterfenilos con 1000 ppm y sélo cerca de 100 ppm de BPCs.

Se mencionan con frecuencia también, los incidentes de contaminacién masiva del Rio
Hudson de los Estados Unidos en el cual la Compaiiia General Electric que manufacturaba
capacitores con BPCs en dos plantas localizadas adyacentes al Rio vertian esporddicamente
grandes descargas de BPCs al medio; lo cual provocd exhaustivos estudios analiticos en la zona,

estimandose un total de 600 Tm de BPCs vertidos.

La contaminacién de }a cuenca del Rio Hudson excede en nivel y extensién cualquier otra
area contaminada con BPCs en los Estados Unidos de tal manera que la concentracion de la
contaminacién en los sedimentos es de ordenes de magnitud mucho mayores que los de otros
-gistemas contaminados como por gjemplo los encontrados en el Lago Ontario, Lago Michigan, la
Bahia Escambia de Florida ¢ incluso.de los suelos de la Compaﬁia Monsanto que producia BPCs
(Erickson, 1986). ,

5.3. RUTAS DE EXPOSICION Y EFECTOS EN HUMANOS

Existen tres rutas potenciales por las cuales el humano esta ambientalmente expuesto a la
contaminacién por BPCs: a través de la inhalacion de aire contaminado, ingestién de agua y por
los alimentos contaminados; la absorcién por la piel es otra posibilidad pero ésta se realiza
predominantemente por exposicién ocupacional (Strachan, 1988).

Por estudios en personas expuestas accidentalmente, se ha demostrado que los sintomas
més comunes de exposicién en el hombre son los dafios hepéticos y cambios en los analitos
séricos relacionados con el higado (bilirrubina y transferasas p-glucocloradas, etc.)

Un efecto comiin reportado es un problema de la piel llamado cloracné en personas que
han estado expuestas a BPCs y varios hidrocarburos clorados (Smith, 1992).

Los efectos en los nifios se deben a la exposicién al BPC durante el desarrolio fetal y
después del nacimiento al ser alimentados con leche materna contaminada (Angel, 1965).

5.4. EFECTOS EN ANIMALES

La toxicidad aguda de las mezclas de los BPCs depende del contenido de cloros en la
molécula. Los efectos agudos y subagudos en animales provocan hipertrofia del higado debido
principalmente a la induccién enzimdtica, manifestdndose principalmente con dafios de
degeneracion del tejido adiposo y necrosis centrolobular; la piel también se afecta por hiperplasia,
hiperqueratosis y dilatacién sistica. La concentracion de BPCs en los diferentes drganos y tejidos
depende de su contenido de lipidos con excepcién del cerebro. Debido a la rapida absorcion en la
sangre, los BPCs pueden intervenir en el metabolismo Hem demostrado por el incremento en el
contenido de porfirina (Angel, 1970; Smith, 1992).
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Los factores que determirian ¢l gtadd de bioacumulacion de todos los congéneres de BPCs
en los tejidos adiposos son: la duracién y nivel de exposicion, la estructura quimica del
compuesto y la posicién y patrén de sustitucion, pero en general los congéneres altamente
clorados son los que se bioacumulan mas facilmente (Dobson y Van Esch, 1993).

Los BPCs son rapidamente absorbidos por el tracto gastrointestinal después de su
ingestion o por el higado después de su inhalacién; los tumores hepatocelulares se producen en
ratas después de un largo periodo de aplicacién oral de BPCs. Otro efecto observado es la accién
de inmunosupresion en mamiferos (Smith, 1992).

Estudios lievados a cabo en animales, han demostrado efectos altamente peligrosos como
el efecto lipofilico, al administrarse 6 cloro bifenilo (6-CB) en la dieta de ratas durante un periodo
de dos semanas; encontrandose altas concentraciones en los tejidos de la piel, misculos e higado,
provocando la movilizacién lipidica (Jondorf y Wyss, 1983; Wyss y Muhlebach, 1982).

Posteriormente, en un periodo de restriccidn calérica la concentracién del 6-CB decrece
en el tejido adiposo de estos animales, este fendmeno de movilizacién y de cambios subsecuente
se demostré también en ratones recién nacidos en los cuales la distribucién del 6-CB se acumulé
en depésitos de grasa durante el periodo posterior a la gestacion y lactancia (Vodicnik y Lech,
1980). Posteriormente se detectaron cambios en la concentracién del BPC en los tejidos adiposos
debido a un ligero rango de excrecién del 6-CB dentro de los adipositos “in vive” (Colburn y
Mathew, 1979). Estas rutas de metabolizacién dependen de la estructura molecular del BPC, del
grado y posicién de los cloros; generalmente los mas clorados parecen ser los mas rapidamente
eliminados en las heces fecales y orina (Dobson, 1993). Se piensa que los liposomas son los
vehiculos de transporte de éstos a los lipidos demostrado por la movilizacion de la lipolisis
{Angel, 1965 y 1970).

La hidroxilacion es la ruta de transformacion en la mayoria de los mamiferos dando por
resultado productos mono- y di-hidroxiclorobifenilos principalmente, ademas de compuestos de
metilsulfona derivados de los BPCs que son excretados de los tejidos a través de la orina (Safe,

1990).

Estudios en mamiferos han demostrado la eliminacion del 50 % de los BPCscon 1,2,5y 6
atomos de cloro por molécula; los factores criticos que afectan el grado de biotransformacion son
el nimero de cloros y la posicion de éstos en los anillos ademas de la especie de animal por
ejemplo, los perros y ratas eliminan en un solo dia el 50 % de la dosis con la excrecion de 2,3,6-
hexaclorobifenilo como metabolitos mientras que los monos requicren 6 dias para eliminar la
misma cantidad (Matthews y Anderson, 1975; Kato et. al, 1980; Sipes et. al.,1979 y 1982).

Ciertas mezclas de BPCs tienen la habilidad de alterar los procesos reproductivos en las
especies mamiferas, algunas veces aun en dosis que no causan otros signos de toxicidad; los datos
que se tienen sobre animales y humanos, indican que la exposicién prenatal a los BPCs puede
ocasionar varios efectos toxicos en el desarrollo, el cual se incrementa con el porcentaje de
cloros; se han demostrado también efectos postnatales en animales prematuros durante el periodo
de lactancia.

La toxicidad de los diferentes isomeros de BPCs es variable y dificil de evaluar ya que su
acumulacién en los organismos marinos suele ir acompafiada de la acumulacién de otros
compuestos tales como plaguicidas o metales pesados que, en principio, cabe pensar son mas
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téxicos. Algunos de los efectos especificos que han sido comprobados son: influencia sobre la
productividad del fitoplancton, ademas de provocar efectos dafiinos en invertebrados de agua
dulce; también se ha demostrado que los BPCs dafian el sistema reproductivo de las aves y
mamiferos marinos y son toxicos para los peces aun a niveles muy bajos, con efectos fisiologicos
subletales, tales como anormalidades en el desarrollo del sistema dseo y 6rganos reproductivos
(Vojinovic et. al., 1992).

El principal requerimiento estructural para la determinacion de la toxicidad de los BPCs
es su estereoquimica planar (ausencia de sustituciones orfo) similar a la molécula de 2,3,7,8-
TCDD o bien presencia de dos posiciones para y al menos dos meta sustituidas; determinadas en
base a sus factores de equivalencia de toxicidad que representa una herramienta para comparar la
toxicidad relativa de un grupo de congéneres con el compuesto mds téxico conocido (Shaw,
1993), como se muestra el la tabla V-1.

Tabla No.V-1.-Valores de Factores-de Equivalencia de Toxicidad (FET) para congéneres
coplanares, mono-orto y di-orto sustituidos (Safe, 1990).

+

Coplanares
3,3°,4,4'- tetra cloro bifenilos .01
3.4.4",5,~ tetra cloro hifenilos Datos insuficientes
3,3°4,4",5- penta cloro biferlios . 01 1
3,3°4.4', 5,5 hexa cloro bifenilos 0.05 |
Mono orto sustituidos 0,001

L Di- orto sustituidos 0,00002

Para considerar los BPCs como una sustancia con cierta toxicidad, es necesario estudiar
dos factores: a) su toxicidad aguda, la cual es evidente de inmediato por causar un alto indice de
mortalidad en un determinado bioensayo o que provoque otros efectos téxicos y b) su toxicidad
crénica, la cual es el resultado de una lenta acumulacién del compuesto en ¢l organismo que
puede provocar efectos no letales o letales a largo plazo.

Por lo tanto, si la toxicidad aguda de un compuesto es alta, se reconoce como un
contaminante téxico y si por el contrario la toxicidad aguda es baja, los transtornos que el
compuesto provoque en el organismo pasaran desapercibidos hasta que los efectos crénicos sean
evidentes en grandes nicleos de poblacién caso comun en los BPCs por los que se les considera
potencialmente peligrosos para la vida humana y el equilibrio ecoldgico.

Los efectos més importantes de los BPCs los ha revisado ampliamente el equipo de
investigacion de Wassermann (1979) y se encuentran resumidos en la tabla V-2,
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Organismes Marinos
Zooplancton

Mariscos

Focas

Ballenas y Delfines

<0.003 - 1.055
<0.003 -7
3-212
0.012 - 147

Peces
Peces de agua dulce (USA)
Peces Marinos

0.1 -15
0.03 - 190

0.t - 14,000
0.5-9,570
0.1 --434

0.01 - 45 )

0.2 -100
Plasma (poblaci6én general) 0.0i -0.029
Plasma (exposicién ocupacional) 0.036-1.9
Tejido Adiposo (Incidente de Yusho) 0.7-75.5
Plasma (Incidente de Yusho)
Leche 092 -0015
Lipidos extraidos de leche .01 -039
0.01-189

El grado de toxicidad asociada a los BPCs varia entre las especies, en que actien debido
a su alta velocidad y capacidad metabdlica, ademas de los mecanismos fisiologicos de cada
especie en particular, es por ello que actualmente se estan re-evaluando los estudios para afirmar
los efectos cronicos pero sus riesgos estan bien identificados (Mendoza, 1994).

5.5. PRINCIPALES EFECTOS

Existen grandes controversias aun en lo referente a los principales efectos que causan los
BPCs en los diferentes organismos de la tabla V-3; por lo cual, el establecer una posicién a favor
o0 en contra de éstos femas es sumamente complicado, por ello solo se hara mencion de algunas
referencias:

5.5.1. CARCINOGENICIDAD

Frecuentemente se menciona que los BPCs son potenciaimente cancerigenos; sin embargo
el eslabon real entre el cancer humano y los BPCs es débil, pero existen estudios iniciales que
sugieren una relacién entre la exposicién al BPC y el cancer en humanos inferido por el
incremento significativo en los niveles de proteinas oncogénicas y ciertas aberraciones
cromosomales en linfocitos periféricos sanguineos en trabajadores expuestos a BPCs. De acuerdo
con esto, existen estudios realizados en animales los cuales indican que el potencial de
oncogenicidad depende del grado de exposicion a los BPCs. No obstante, un estudio llevado a
cabo a largo plazo por la Instituto Nacional para la Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH, por
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sus siglas en inglés), examiné trabajadores de una fabrica de condensadores con historial de
exposicion a los BPCs sin encontrar incrementos en 1a incidencia de cancer (Lang, 1992).

5.5.2. MUTAGENICIDAD

Los BPCs han sido investigados por su actividad mutagénica utilizando varias cepas de la
bacteria Salmonella sp. ninguna de las cuales ha demostrado tener signos de mutagenicidad
(Schoeny et. al., 1979; Shakim et. al,, 1979); también se ha investigado en células de linfocitos
humanos con el Aroclor 1254 (Hoopingarner et. al., 1972), con la mosca de la fruta Drosophila
melanogaster utilizando mezclas de BPCs con 30% y 50% de cloro (Nilsson y Ramel, 1974) y In
vivo con ratas utilizando Aroclor® 1242 y 1254 (Green et. al., 1975); ninguno de estos sistemas
mostré signos de anormalidades cromosomales u otras evidencias de actividad mutagénica por
BPCs. Sin embargo, los estudios realizados por Wyndham et. al. (1976), utilizando mezclas de
Aroclor de bajo nivel de cloracion (Arcolor® 1221 y 4-clorobifenilo) muestran un ligero efecto .
mutagénico. '

5.5.3. TERATOGENICIDAD

Los BPCs han sido descritos como potencialmente teratogénicos (Welsch, 1983) por
causar malformaciones en animales como aves y ratones (Tumasonis et. al.,, 1973); en humanos
se han encontrado varios efectos teratogénicos aunque no malformaciones (Harada et,. al., 1976;
Jacobson et. al., 1983).

5.5.4. EFECTOS EN PLANTAS

Existe muy poca bibliografia relativa a los efectos sobre las plantas, debido
probablemente a su aparente insensibilidad a la mayoria de las sustancias organocloradas (Strek,
1981). La transferencia de BPCs del suelo a los vegetales se lleva a cabo principalmente por
adsorcion en la superficie externa de los vegetales (Dobson y Van Esch, 1993) como lo indican
los estudios realizados sobre pequefias translocaciones de BPCs marcados desde un punto de
aplicacién en la hoja al resto del vegetal con existencia de pequefias perdidas del isétopo
marcado, esto sugiere la volatilizacién del BPC; sin embargo, existen también pequefias
translocaciones del compuesto en el interior de los vasos conductores del vegetal (Weber y
Mrozeck, 1979).
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Capiilo V

5.6. CONTAMINACION DEL AMBIENTE

Los BPCs se han utilizados durante mas de sesenta afios, pero su presencia en el ambiente
no se determind sino hasta que el detector de captura de electrones se introdujo en los analisis de
cromatografia de gases (Colbrun y Mathew, 1979). En 1966, los BPCs se identificaron como
contaminantes (Wasserman et. al., 1979) e investigaciones sucesivas han demostrado que son

ubicuos (Tanabe et. al., 1983).

Tabla No. V-3.- Efectos y manifestaciones comunes de la exposicion a los
BPCs en animales (Safe et. al.,1987)

Hepatomegaha, hlperplaSIa del cOnducto biliar; prohferac:én de ER suave
necrosis focal; degeneracion de grasas.

Induccidn “de enzimas microsomales, implicaciones en €l desbalance
hormonal con repercusiones en la tiroides, pancreas y aparato reproductor.
Agotamiento de las vitaminas solubles grasas (especialmente las A)

Atroﬁa de los tepdos linféides
Reduccién de los leucocitos y linfocitos circulantes
Supresitn de las respuestas de los anticuerpos
Incremento de la susceptibilidad a los virus
Supresién de la muerte celular natural

Alteraciones en los niveles de catecolaminas
Depresion espontanea de la actividad motora
Desarrollo de déficits

Adormecmento de Ias exh'emxdades

Incremento de aborto bajo peso de recién nacxdos

Decrecimiento de la supervivencia

Incremento del perfodo del estrés

Mortalidad embrionaria y fetal

Efectos teratogénicos fuertes (especialmente en aves)

Cambios funcionales bioquimicos y neurolégicos

Decrecumento de la Hbldo, decremento de espennas en numggo y movilidad

H1perp1asna gésmca
Ulcerac:on&s ¥ necrosis

Bronqums cromca tos crénica
Decrecunxento dc la capacxdad v1tal
CIoroacné

Hiperplasia e hiperqueratosis del epitelio
Edema; alopecia
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Todas la mezclas comerclales de BPCs son p tencialmente tagénicas.

e & R PR
L{&iw’i‘hﬁ% ok i J

Cambios preneopléstlcs T

Cambios neoplésticos (a grandes dosis)
Considerados como promotores y contribuyentes a desarrollo de céncer
Atentian otros carcinogénicos bajo ciertas condiciones

Se ha estimado que cerca de 300,000 Tm han entrado al medio ambiente desde el inicio de
su produccion en 1929 y una cantidad cercana a las 450,000 Tm se encuentran atin en servicio o
en vertedores controlados (Reineke, 1988).

Los niveles de concentracién que se pueden encontrar en el medio ambiente van desde
pg/m’ en la atmdsfera, ppt en la superficie del agua y nieve, ppb en suelos y sedimentos y hasta
ppm en huevos de aves acuéticas, tejido adiposo de peces y humanos y en la leche materna
(Kolak,1988).

En éreas industriales y otros centros de trabajo, los niveles de BPCs en el aire pueden ser
muy altos bajo ciertas condiciones; por ejemplo, en las naves de produccién de transformadores o
capacitores, se han encontrado niveles superiores a 1000 pg/m’. En el caso de incendios o
explosiones, s¢ puede producir hollin que contienen niveles altos de BPCs de hasta 8 p/kg de
BPCs; en estos sitios, la ingestidon, contaminacién de la piel o inhalacién de las particulas de
hollin ha ocasionado serios problemas de exposicién del personal (U.S.EPA, 1989). Ademas es
necesario tener en consideracién que la pirdlisis de BPCs (a temperaturas inferiores a 800 °C en
presencia de oxigeno) produce mezclas complejas de compuestos clorados, incluyendo las
dioxinas y dibenzofuranos, compuestos que son altamente tdxicos lo que puede magnificar el
problema (Vodinic, 1980).

5.6.1. TRANSPORTE Y ACUMULA CION AMBIENTAL

A nivel mundial, se estima que existe alrededor de 370,000 Tm de BPCs y 7,8 x 10°Kg
estan ain en uso o bien depositados de diferentes maneras (Chen et. al, 1980). Existe un volumen
considerable de datos sobre el anélisis de BPCs en el aire, agua, tierra, sedimentos y biota;
realizados por la Academia Nacional de Ciencias (NAS, por sus siglas en inglés) desde 1979 y de
otros investigadores:

5.6.1.1, AIRE

Debido a sus propiedades fisicoquimicas los BPCs se han podido dispersar en todos los
ambientes. Se les encuentran dispersos en la atmésfera en el vapor, bajo forma de particulas de
aerosol o asociadas al particulado atmosférico; los BPCs se manifiestan como una persistencia en
el medio ambiente, ya que su naturaleza hidrofébica ocasiona una tendencia a transferirse a
grandes distancias por difusién de la masa de aire encontrandose asi, en los mares, océanos, zonas
desérticas y bosques. Su descenso sobre la superficie terrestre ocurre a través de la precipitacién
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pluvial o por gravedad. En los registros de los anélisis de precipitacién pluvial la concentracién
de BPCs encontrados reflejan indirectamente los niveles de BPCs en el aire (Strachan, 1988) que
generalmente son superiores a las concentraciones presentes en las aguas superficiales.

Por otro lado, la difusion natural en la atmésfera de cantidades importantes de estos
contaminantes, permite considerar la via aérea como la via mas importante para la distribucion de
los BPCs. Los distintos procesos que caracterizan estos fendmenos, como la evaporacion,
difusi6n, adsorcién, transporte y deposito, dependen de las caracteristicas fisicoquimicas de los
distintos congéneres y de los equilibrios de particion en las distintas fases involucradas (aire,
agua, vapor, particulas y sdlidos), parametros que generalmente estan influenciados a su vez por
numerosos factores ambientales, tales como la temperatura, humedad relativa y velocidad de la
masa de aire (Wyss y Muhlebach, 1982).

5.6.1.2. AGUA

La superficie del agua se puede contaminar con BPCs por la precipitacion atmosférica,
por emisién directa de la fuente o por ia mala disposicién de los residuos que contienen BPCs
(Dobson y Van Esch, 1993) los niveles de concentracién a lo que se les ha encontrado estan
comprendidos entre los 100 y 500 ng/l en las aguas superficiales y del orden de los 0.05 a 0.6 ng/l
en los océanos (Chen et. al., 1980).

Los BPCs se encuentran en el agua superficial a niveles detectables y cuando ésta
contiene materia en suspension los BPCs se absorben facilmente en ellas; problema que suele ser
eliminado ficilmente por su eliminacién durante el tratamiento en la planta potabilizadora
(Strachan, 1988).

Con base en los valores de los coeficientes de solubilidad y de particién n-octanol/agua
los congéneres de BPCs de bajo contenido de cloro se absorben con menos fuerza que los més
clorados (Dobson y Van Esch, 1993). En los mares, debido a su baja solubilidad en el agua
salada, una vez que penetra el BPC en el medio marino se fija a las particulas en suspension y
acaba finalmente sedimentando. Se ha comprobado que en los sedimentos marinos, existe una
buena correlacion entre 1a materia organica y la concentracion de BPCs y al igual que el DDT,
ésta es la principal via de entrada dentro de la cadena trofica.

Los coeficientes de transporte de masas a través del aire y agua se pueden calcular por
medio de las constantes de Henry con la siguiente férmula:

C
Lim = =H,
c—0 Cl

Donde C, es la concentracion de la fase gaseosa, C, es la concentracién de la fase acuosa y
H son las dimensiones de la constante de la ley de Henry que puede medir las concentraciones de
ambas fases, las interrelaciones entre actividad y estructura. Se utilizan también los modelos de
fugacidad del gas de las constantes de la ley de Henry para calcular la distribuci6n de los BPCs en
los compartimentos aire-agua (Dobson, 1993).

El transporte en agua, esta gobernado por la solubilidad de los BPCs y debido a su relativa
baja solubilidad (indicada por su alto coeficiente de particion octanol/agua, K.) los BPC estan




N _ Efectos en Salud y Ambiente

fuertemente absorbidos en los sedimentos y materia particulada de los sistemas acudticos
(Dobson y Van Esch, 1993).

5.6.1.3. SUELOS Y SEDIMENTOS

Una vez que los BPCs se han dispersado en el agua se absorben por las particulas que
constituyen la fraccidn en suspensién y tienden a depositarse en el fondo, permaneciendo fijados
en los sedimentos de lagos y rios, los cuales son ambientes de relativa baja reactividad, donde los
BPCs se pueden acumular por décadas, o bien tener posible liberacion hacia la fase de agua de la
parte superior (Dobson y Van Esch,1993), '

La mayor parte de los BPCs derramados en la tierra permanecen en ella por grandes
periodos de tiempo que van desde meses hasta afios. En funcién de las caracteristicas de suelo,
por ejemplo: en los de composicién ricos en humus y sustancias organicas, asi como en los suelos
arcillosos existe una mayor adsorcién de estos compuestos; y se retienen sélo en una minima
proporcidn én los suelos arenosos. ‘

En el suelo y sedimentos, la contaminacién depende de las condiciones locales, pero en
general se consideran variaciones de 0,01 a 2 mg/kg. En éreas contaminadas los niveles
sobrepasan S00 mg/kg (Dobson y Van Esch,1993).

La absorcion de los BPCs en los sedimentos esta controlada por el carbono orgénico total
existente en ellos y la fuerza de absorcién en ellos depende del coeficiente de sorcién de cada
congénere de BPCs en particular que se puede calcular a partir de su coeficiente de particién
octanol/agua (Kypg).

5.6.1.4. BIOACUMULACION

La principal ruta de asimilacion de los organismos terrestres es a través de la cadena
alimenticia y en los organismos acuaticos, directamente de los nutrientes contarninados y
acumulados en sus tejidos grasos. Los mecanismos de transporte para la bioacumulacion de BPCs
estan influenciados por los altos valores de K, unido a los factores de estereoquimica que juegan
un importante papel en los proceso de metabolizacién o acumulacién en los organismos. En
organismos acuéticos, las relaciones entre el factor de bioconcentracion (log Kz) vy K,,, no son
lineales (sencillas), sino que siguen una distribucién polinomial o compleja debida a una serie de
factores que no siempre son los mismos en calidad y cantidad.

La bioacumulacién en organismos benténicos est4 esencialmente controlada por
asimilacion de los coloides contaminados en ¢l medio liquido.

Por otra parte, los estudios de los factores de estercoquimica de la molécula de BPC han
demostrado que los congéneres planares son los més ficilmente acumulables en combinacién con
los coplanares (con unc o dos sustituciones orto) los cuales poseen la mayor vida media
comparada con los otros congéneres anteriores (Dobson y Van Esch, 1993).
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5.6.1.5. CONTAMINACION DE ALIMENTOS

Los alimentos para humanos pueden llegar a contaminarse con BPCs por tres rutas: 1)
asimilacion del medio ambiente por la ingestion de peces, aves, ganado (via cadena alimenticia) y
cultivos vegetales. 2) migracién del contaminante de los materiales de empaquetamiento a los
alimentos (generalmente bajos, cercanos a 1 mg/kg pero se han encontrado casos superiores a 10
mg/kg). 3) contaminacién directa de los alimentos o de los alimentos de los animales por
accidentes industriales (Dobson y Van Esch, 1993).

En contraste con valores estimados para el aire y el agua, la exposicion humana via
alimentos es mucho m4s alta. Sin embargo, la estimacion de la exposicion de la poblacion en
general a través de los alimentos es mucho mas dificil debido a la limitada informacién existente
de los niveles de BPCs en los alimentos. Existen solo algunas referencias disponibles en las que
se han detectado diferentes rangos de concentracion de BPCs como se muestra a continuacion:

20-240 pug/kg en grasa animal
5-2000 pg/kgen leche de vaca
30-80 pg/kg en mantequilla
10 - 500 pg/kg en tejidos de peces
<10 pg/kg en vegetales, cereales y frutas.

En ciertas especies de peces (anguilas) y productos de pescado (higado o aceite) se han
encontrado niveles tan altos como 10 mgkg (Goseline y Gleason, 1979). Existe muy poca
informaci6n para productos de hortalizas y cereales (Strachan, 1988).

5.7. MODELOS DE DISTRIBUCION

Existen ciertos estudios en los que se ha intentado desarrollar Modelos de distribucion de
la contaminacién por BPCs; una aplicacion obvia de estos modelos, es la determinacion de la
concentracion y delimitacion de la extensién de la contaminacion por varios medios (agua, aire,
suelo y biota) utilizando sus propiedades fisicoquimicas, en su aplicacion se utilizan parametros
basicos, como las diferentes constantes de particion determinadas directamente o calculadas por
una correlacion empirica (Lassiter et. al.,, 1979; Mackay y Paterson, 1982; Roberts et. al., 1978).
Los modelos poseen figuras que en teoria son aproximadamente iguales a las de la situacion real
en los cuales se han introducido procesos de transformacién y fenémenos de adveccién natural
del medio y precipitacion pluvial; estos modelos basicamente se han aplicado en los Lagos de
Canada v el sureste de Estados Unidos (Strachan, 1988).

Existen ademas bancos de informacion que intentan colectar y organizar la informacion
referente a casos de contaminacion con BPCs de cuerpos de agua a lo largo de los Estados Unidos
y Canadd mediante las bases del Banco de Datos de Calidad Nacional (NAQUADAT por sus
siglas en inglés) y el Banco de Datos del Instituto de Investigaciones del Agua de los Grandes
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Lagos (STATRFILE por sus siglas en inglés) con registros a partir de 1975, estos programas
estan ;'ealizados por regiones y por niveles de contaminacién (Strachan, 1988),

Las referencias de los niveles de contaminacién por BPCs en aire, agua, suelo, sedimentos
y alimentos se encuentran resumidas en la tabla V-4; ndtese que las vnidades no son las mismas
en todas las matrices lo que se ve reflejado por valores de ppb en el suelo, alimentos y sedimentos
¥y ppt en agua, las concentraciones en todas las matrices generalmente alcanzan amplios rangos.

Tabla No,V-4.- Niveles de contaminacion por BPCs en aire, agua, suelo y sedimentos (Erickson, 1984).

Costa Antartica ‘anabe,
Grandes Lagos Eisenreich, 1983
Rural Eisenreich, 1983
Varias loc. de USA NRC, 1979
Aire marino NRC, 1979
Océano Atléntico WHO, 1976
Golfo de México ‘. Giam,1976
Norte del Pacifico Atlas, 1930
Norte del Atléntico Tanabe,1982
Oeste del Pacifico Tanabe,1982
Norte del Atléntico Bidleman, 1976
Norte del Atléntico Bidleman,1981
Tokio Kimbrough,1980
Matsuyama, Japén Kimbrough, 1980
Suecia WHO,1676
USA WHOQ,1676
Interior de oficinas
contaminadas con  balastras | 5,860 MacLeod, 1979
guemadas.
interior de oficinas. 39-620 MacLeod, 1979
Sitios cercanos a derrames,
Vertederos contralados. <10- 190 MacLeod, 1979
Subestaciones eléctricas.
Manufactura dej2-18 MacLeod, 1979
transformadores.
Sitios de derrame. 1 -47 MacLeod,1979
ENSCO, EL Dorado Arkansas. | 17 - 5,900 MacLeod,1979
. 10 - 10,800 MacLeod, 1979
Rollins, Deer Park, Texas.
Chimeneas de gas ’ Erickson,1984*
12,.10° - 58.10° .
Massachusets, Fabrica y uso de .
BPC en capacitores, Erickson,1984*
98
- Varios ambientes ocupacionales
Aire de Naves NIOSH,1977
Industriales 0.1-5.8 ,10¢ NIOSH,1977
(exposicidn 5.7.10¢
ocupacional)
Kimbrough, 1980
0.1-10.10%
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Sedimentos

Mar Antartico
Nieve Antirtica
Océano
Norte del Pacifico
Oeste del Pacifico
Profundidad de Océanos®
Atlintico
Costa Mediterrinea
Rios de Suecia
Suecia
Grandes Lagos
Japén
Derrames en el lago Michigan
Otros rios no contaminados.
Grandes Lagos
Rios moderadamente
contaminados.
Rios altamente contaminacgos.

Remota
Marina

Rura!
Grandes Lagos
Urbana

Suecia
Japdn (agricultura}
Japén (cercanfa de factorfa de
elégtricos.

USA, 1972
Ciudades Urbanas de USA.
USA, Manufactura de
tranformadores.

Sitios con derrames
A 16 km de distancia.
Solo de depositacién atmosf. en
Suecia.
Por contaminacién industrial en
Suecia.
USA, ciudades.
Grandes Lagos
1,445 sitios de Japdn
Varios sitios contaminados de

Japbn

0.03 - 0.07
03-1.0
0.3 -4,200"
0.2 -1t
0.04-0.25
0.03 0.6

03 -8
13
0.5
0.33
0.8-31
I -160

100 -450
<0.5

<5
<50

<500

61 -10
0.5

I -50
10 - 150
10 -250

15
<1,000
510,000

(99.9% <LOD)
(27% <LOD)

17 - 17,800
1,400 - 61,000
600
8-20
4-170
20 - 300¢
tr - 250
<1,000

por encima de los 2,700

A

Efectos en Salud y Ambiente

Tanabe, 1983
Tanabe, 1983
Bidleman, 1976
Tanabe,1980
Tanabe, 1982
Tanabe,1983

Harvey,1976
Elder,1976
WHO,1976
WHO,1976
NRC,1979
'WHO,1976

WHO, 1976
WHO,1976

WHO,1976
WHO,1976

WHO,1976

Eisenreich,1983
Eisenreich,1983;

Atlas, 1980
Eisenreich, 1983
Eisenreich,1983
Eisenreich,1983

WHO,
WHO,1976
WHO,1976

Kimbrough,1980
Kimbrough,1980

MacL.eod, 1979
WHO,1976
WHO,1976
NRC,1979
NRC,1979
NRC,1979
NRC,1979

Kimbrough, 1980

Kimbrough, 1980

Alimentos

Quesos
Leche
Huevos

USA
USA

USA
USA
USA
USA

'L*

2 Revisién de varios estudios en la costa y océano abierto.

1,870
1,170

250
2,270
550

b No se encontraron diferencias significativas a profundidades de 0 a 4,500 mts.

© Valores medios por estado por 10 a 293 muesiras por estado.

Finlay,1976
Finlay,1976
Finlay,1976
Finlay,1976
Finlay,1976
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Efectos en Salud y Ambiente

Las principales generalizaciones extraidas de las revisiones de los estudios realizados en
los Estados Unidos sobre los efectos de los BPCs han permitido establecer las siguientes
perspectivas, sobre las cuales desarrollar conceptos sobre la toxicologia ambiental de los BPCs:

»

»

La atmésfera, aunque contiene relativamente un porcentaje bajo de movilidad
ambiental de BPCs es el reservorio més dindmico (Safe, 1987).

La concentraciéon promedio de BPCs en la atmosfera en areas metropolitanas (5
ng/m®) es mucho més alta que los promedios de concentracidn de las zonas rurales y
ocednicas (0.05 ng/m’). Se han observado inclusive niveles promedio de 1000 ng/m’
en dreas cercanas a plantas industriales.

Las estimaciones de concentracion de BPCs en la litosfera es muy incierta, pero se
han detectado ciertas dreas con niveles altos de contaminacién por ejemplo, todas
aquellas cercanas a las plantas en donde se producia o utilizaron BPCs.

Los vertederos controlados, en general, no han contribuido sustancialmente a la
movilizacion global de estos contaminanies al ambiente. Sin embargo, se han
detectado pérdidas en algunos de ellos con la consecuente contaminacién de los
mantos acuiferos cercanos (NAS, 1979).

En 4reas de baja concentracidn la pérdida desde los suelos orgénicos no es de
importancia significativa, la pérdida de las superficies no organicas parece estar en
equilibrio con la precipitacién atmosférica. '

La biota de vida silvestre de la litosfera especialmente ganado, humanos y plantas
contienen mas BPCs que el medio (debido a la bioacumulacion).

La acumulacién de BPCs en la hidrosfera se debe principalmente a la escorrentia de
los campos, descargas directas de BPCs y especialmente Ia sedimentacidn desde la
atmosfera,

Se estima que las aguas de los Grandes Lagos, contribuyen al 97 % de la
contaminacion por BPCs de las aguas en los Estados Unidos, siendo el rio Lawrence
el de mayor fuerza en movimiento el que contamina el Atlantico norte.

Se ha estimado que con la reduccién de las descargas directas y cuantificando solo lo
depositado desde la atmésfera y lo aportado desde los rios de los Grandes Lagos se
aporta del 60 al 80 % de la contaminacioén del océano Atlantico.

Otros reservorios acudticos tales como el rio Hudson constituyen serios problemas
aportando cerca del 1 % de la contaminacién del Atlantico, ain y cuando éste es
abastecido por los Apalaches.

El agua de los océanos, aunque de concentracion relativamente baja en comparacion
con algunos lagos y ciertas dreas costeras, constituye el mayor reservorio de BPCs
ambientalmente mévil. La alta concentracién de la contaminacion en la parte norte de
los océanos esta ligeramente correlacionada con el grado de desarrollo industrial.

A pesar de la baja concentracion en las aguas superficiales, los sedimentos de éstas
contienen mayor concentracion del contaminante y la concentracién en la biota es ain
mayor.

Los residuos de BPC de los océanos estan en continuo flujo con la atmdsfera y los
sedimentos.
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» Los sedimentos de los océanos y lagos son los ultimos depésitos de los BPCs méviles
aunque también ¢s posible 1a re-introduccidn en otros compartimientos del ambiente.

» La tasa de sedimentacién es mucho més rapida en océanos y aguas eutrofizadas de
altas latitudes debido a la gran concentracién de materia en suspensién presente donde
los congéneres de BPCs mas clorados se absorben y depositan mas facilmente.

La preocupacién inicial acerca de los efectos de los BPCs en la salud y medio ambiente
surgio a partir de observaciones de clororacné y lesiones hepéticas detectadas en trabajadores que
habian intervenido en su produccién. Ademds de los incidentes de Yusho, Japén y la
contaminacion det rio Hudson en los Estados Unidos.

Existe un considerable volumen de datos sobre el monitoreo de BPCs que evidencian su
gran concentracién y persistencia en el aire, biota, vias fluviales y sedimentos. Entre sus
principales efectos toxicos, su habilidad de alterar los procesos reproductivos de las diferentes
especies y los efectos teratogénicos por exposicidn prenatal en los mamiferos son los mas
importantes, ya que pueden mermar un determinada poblacién de organismos; aunado a su
bioconcentracion y transferencia en la cadena tréfica que se inicia con el la contaminacion del
fitoplancton, peces, aves y ocasionado finalmente su biomagnificacién en los mamiferos,
problematica ambiental por la cual, es necesario desarrollar mayores esfuerzos de control para
evitar el deterioro del medio ambiente, mediante la aplicacion de soluciones técnicas aceptables
de eliminacién de este tipo de contaminantes.

Para llevar a cabo una gestion de BPCs adecuada, es necesario enfatizar sus efectos y
realizar un profundo andlisis de costo-beneficio con el objetivo de evaluar y mejorar los
programas y acciones de restauracién de sitios contaminados, propiciando con eilo el desarrollo
de instalaciones para su tratamiento ya que, aunque actualmente la disponibilidad de tales
instalaciones ha mejorado, existen ain deficiencias muy importantes; razén por la cual, es
necesario afrontar los costos para evitar la contaminacion del medio ambiente.
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Capitulo VI 7 Legislacidn

6. LEGISLA CIéN

6.1. REGLAMENTACION DE LA U.S.EPA

Los bifenilos policlorados se encuentran dentro de una posicioén reglamentaria 1inica. En
los Estados Unidos, la Agencia de Proteccién Ambiental (U.S. EPA. por sus siglas en inglés) en
su informe final del Registro Federal de 1982 concluyé que los BPCs son tdxicos y
potencialmente oncogénicos dependiendo de! grado de exposicién y persistencia en el medio

(Forrest, 1987).

Debido a una serie de incidentes producidos con BPCs, se han realizado estudios en todo
el mundo lo que ha llevado a los paises a legislar prohibiendo su produccion, aimacenamiento,
uso y comercio (Valero, 1989). _

Los esfuerzos de control mas importantes fueron las decisiones de recomendaciones de
restriccion, produccion y uso realizados en 1973 y 1987 por el consejo de la Organizacion para la
Cooperacién y el Desarrolio Econémico (OCDE, por sus siglas en inglés) y adoptada por los
estados miembros. En ella, se restringe el uso de los BPCs a "sistemas cerrados", éstos
comprenden: transformadores, capacitores, fluidos hidraulicos y fluidos de transferencia de calor
en equipos pequefios (Dobson, 1993; Kimbrough, 1989). Ademas se insta a los estados miembros
a proporcionar las condiciones de seguridad adecuadas para la disposicioén de los BPCs y residuos
que los contengan; asi como al establecimiento de un sistema de etiquetado comiin; el desarrollo
de medios seguros de transporte de tales materiales y a limitar su exportacién. En 1982, 1a OCDE
revisO el estado de avance de la gestion de BPCs en los estados miembros, encontrando que la
mayoria de las naciones habian reglamentado limitaciones de uso sin embargo, existian pequefios
progresos en el control de exportaciones, transporte y etiquetado (Strachan et. al, 1988).

En respuesta a la directriz de recomendacion de limitaciéon del uso de los BPCs de la
OCDE, en los Estados Unidos ¢l Congreso solicité en 1976 a la Acta de Control de Sustancias
Toxicas (ACST) la reglamentacion de los BPCs. La ACST en 1976, realizé ia primera reguiacion
de ios BPCs mediante la seccion 6(¢) en la que prohibié la fabricacién, procesamiento o
distribucion de BPCs a partir del 1 de enero de 1978, con excepcion de los fabricados para uso
interno y solicit6 a la U.S.EPA promulgar normas que controlaran la eliminacién de los BPCs.
Estas normas, son aplicables a los BPCs y a los articulos contaminados por BPCs que contengan
concentraciones mayores a 50 ppm. Los BPCs tal y como se definen en las normas, incluyen:
fluidos dieléctricos de aceite mineral, otros fluidos que contengan entre 50 y 500 ppm; suelos,
residuos solidos contaminados con BPCs y los materiales de dragados y lodos del tratamiento de
aguas residuales municipales.

En Mayo de 1977 bajo la autoridad de las Seccién 307(a) del Acta de Agua Limpia, la
U.S.EPA prohibié las descargas de BPCs en vias fluviales. Con base en esto y debido a la
necesidad de legislacion basada en informes de investigacion el Instituto de Investigacion de
Fuerza Eléctrica (EPRI, por sus siglas en inglés) se establecid una fuerza de trabajo
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interdivisionaria para identificar proyectos potenciales, iniciar solicitudes para recabar fondos,
revisar propuestas y coordinar informacién de y para las industrias y otras partes interesadas.

Actualmente tres divisiones de la EPRI estan involucradas en esta fuerza de trabajo: La
Division de Sistemas Eléctricos que es responsable de la investigacion sobre el equipo asociado
con los BPCs, incluyendo los sistemas para detectar y reducir los niveles de BPC en los aceites de
los transformadores; la Divisién de Anélisis, Energia y Medio- Ambiente, que realiza estudios y
analisis de los riesgos y efectos bioldgicos de los BPCs y de sus substitutos, y la Divisién de
Sistemas de Combustion de Carb6n que es responsable del desarrolio de las formas para manejar
los derrames y disponer de los BPCs concentrados (Forrest, 1987; Kalas, 1990).

Con el apoyo de éstas divisiones, la U.S.EPA emiti6 en el Cddigo Federal de
Regulaciones de 1979 los reglamentos que prohiben el uso de los BPCs en lugares piiblicos que
posteriormente fueron modificados.

‘ En agosto de 1982, la U.S.EPA promulgé un conjunto de reglas finales enmendando los
fragmentos de las normas emitidas en mayo de 1979. Estas nuevas reglas permiten el uso de los
BPCs a cualquier concentracién en ocho diferentes categorias de equipo eléctrico, sujeto a ciertas
restricciones de uso y de servicio; las restricciones especificas varian para las diferentes
categorias de equipo eléctrico, basdndose en la operacién del equipo, en los riesgos expuestos
asociados con el equipo y la concentracién de BPCs en el equipo (Code, 1990; Federal, 1984).
Entre los puntos més importantes de comparacién de la reglamentacién de la U.S.EPA para los
BPCs de Agosto de 1982 y Mayo de 1979 se encuentran:

» Se prohibe el uso después del primero de octubre de 1985 de equipos y transformadores
+ conteniendo BPCs a concentraciones mayores de 500 ppm, que planteen un riesgo expuesto a
los alimentos o a los articulos relacionados con los alimentos; y requiere de una inspeccion
semanal de dicho equipo en busca de fugas del fluido dieléctrico hasta la fecha, (la regla
propuesta en 1979, habia autorizado el uso de este equipo indefinidamente, con el requisito
tnico de inspecciones semanales). \

» Se autoriza el uso de transformadores conteniendo BPCs por el resto de sus vidas utiles, y
requiere de una inspeccion trimestral de estos equipos en busca de fugas del fluido dieléctrico.

> Se autoriza el uso de condensadores grandes con BPCs que estén localizados en subestaciones
eléctricas de acceso restringido por el resto de sus vidas ftiles, (la norma de 1979, habia
autorizado el uso de este equipo por diez afios),

» Se prohibe el uso de todos los deméas condensadores grandes conteniendo BPCs (més de 500
ppm.) después del 1 de octubre de 1988 (la norma de 1979 habia autorizado el uso de este
equipo por diez afios).

» Se eliminan los requisitos de inspeccion propuestos en 1979 para todos los condensadores
grandes, conteniendo BPCs.

» Se autoriza el uso de todo equipo eléctrico conteniendo BPC y los llenados con aceite mineral
por el resto de su vida util.

» Se aclara la definicién de lo que constituye equipo eléctrico que establece un riesgo expuesto
a los alimentos o a los articulos relacionados con los alimentos. -

» Se permite el almacenamiento para la disposicién de desechos de condensadores grandes de
alto voltaje, que no tengan fugas de BPC y de equipo eléctrico contaminado con BPC afuera
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de las instalaciones de almacenamiento, calificado después del 1 de enero de 1983 (la norma
de 1979 habia prohibido este almacenamiento).

Se requiere que el registro de inspeccibén y el historial de mantenimiento se conserven por al
menos tres afios después de la disposicién de los transformadores conteniendo BPC (la norma
de 1979 habia requerido la retencién de los registros por cinco afios).

wi

Aunado a ésto, el Acta de Control de Sustancias Toxicas, desarrollé un sistema de
etiquetado del producto y materiales que los contengan para alertar a la poblacion de la presencia
de BPCs en los equipos, para permitir a su vez la preparaciéon del inventario de BPCs. Se
publicé, ademas, el “Manual de BPCs en Equipos Eléctricos” para asegurar el programa
voluntario de etiquetado y para proporcionar las guias para el manejo de equipos elécfricos y
materiales contaminados con BPCs. Desarroll6 también, el plan con formatos de evaluacion para
el cual organizd seminarios y elabordé guias de procedimientos de inspeccion para el
entrenamiento de personal para realizar inspecciones, monitorear y evaluar las condiciones del
equipo contaminado con BPCs (Grant et. al, 1983).

Ei deposito de BPCs y residuos contaminados (materiales, productos y equipos) en sitios
controlados, fue el primer método de disposicion para estos compuestos en Norte América hasta
mediados de los afios 70 (USNRC, 1979) y se estima que del 45 al 50% de la produccion de
BPCs norteamericana se dispuso en estos sitios-(Task Force, 1976; Nisbet et. al, 1972) esta
prictica, ocasionalmente ha provocado pequeiios incidentes de incendio o bien la generacién de
lixiviados con los consecuentes problemas de contaminacion; sin embargo, no ha existido la
informacién suficiente para determinar y documentar la extension del problema (Strachan et. al,
1988).

Por ello, la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémico (OCDE) determiné
que el mayor problema en los estados miembros era la disposicion final y dictaminé que el medio
maés efectivo era la incineracion siempre y cuando se mantuvieran las condiciones de 1200 °C de
temperatura con tiempos de residencia de al menos 2 segundos con un exceso de oxigeno (20%)
en el horno. Sin embargo, como no todos los paises miembros poseen hornos adecuados, la
OCDE permitio el transporte y exportacion para su incineracion (Strachan et. al, 1988).

6.2. PERMISOS PARA EL TRATAMIENTO DE BPCs

Las normas sobre BPCs plantean dos tipos de permisos para su eliminacion: permisos
comerciales y permisos de investigacion y desarrollo (I + D) llevada a cabo por organizaciones
privadas con fines lucrativos (Giamporcaro, 1991). Los permisos comerciales pueden ser
concedidos por la oficina central de la U.S.EPA o por las oficinas regionales. Las indicaciones de
¢éstas normas establecen que los BPCs se pueden eliminar por incineracién y confinamiento.

La norma también contiene provisiones que permiten el uso de métodos alternativos de
tratamiento que logren un nivel de rendimiento equivalente. Asi los tratamientos bioldgicos
deben lograr la reduccion de la concentracién a niveles inferiores a 2 ppm para cada congénere de
BPC; el efecto practico de esta norma, es que la concentracién real de BPCs en una muestra
contaminada que se considera eliminada varia en funcién del nimero de congéneres presentes en
la muestra; por ejemplo si la-muestra contaminada contiene solamente un congénere, la
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concentracién final de BPCs tendria que ser de 2 ppm o menor, sin embargo, si la muestra
contiene seis congéneres diferentes, la concentracién final de BPCs en la muestra podria ser de 12
ppm; esta flexibilidad posibilita el uso de métodos de eliminacién alternativos (CRF40, 1990).

Hasta la fecha, la U.S.EPA ha concedido 38 permisos comerciales para la eliminacion de
BPCs, 24 de los cuales han sido para métodos de eliminaci6n alternativos, aunque solamente uno
de ellos implica la transformacioén biolégica de los BPCs (Giamporcaro, 1997).

Los permisos I + D aplicados a menos de 240 kg de material contaminado con BPC, se
revisan en el ambito regional, mientras que aquellos que implican mas de 240 kg se revisan en la
oficina central de la U.S.EPA,; hasta la fecha, se han aprobado 15 permisos que implican métodos
de descomposicién bioldgica, de los cuales seis se han aprobado en el &mbito central y nueve en
el ambito regional. El primero de ellos, ‘fue concedido en 1988, utilizando hongos para tratar
suelos contaminados; en 1990, se entregaron dos permisos, uno para un estudio in situ de los
factores que influyen sobre el saneamiento biolégico anaerobio de sedimentos de un estanque
contaminado y el segundo sobre el tratamiento de suelos y sedimentos contaminados en un
reactor bioldgico a escala piloto. En 1991 se concedieron otros tres permisos, dos para el
tratamiento de suelos y sedimentos de rios contaminados; el tercer proyecto consistia en un
estudio sobre la eficacia de combinacion de fotdlisis y recuperacién biolégica de suelos
contaminados. Todas las investigaciones se han centrado en el uso de microorganismos
producidos de forma natural y la aplicacién de diversos métodos de transformacion bioldgica
(CRF40, 1990).

Aunque la eliminacién de BPCs se debe llevar a cabo de acuerdo con un permiso especial
bajo la seccidn 6(e) del Acta de Control de Sustancias Téxicas, (TASCA, por sus siglas en inglés)
las provisiones corregidas en los programas del Acta de Recuperaciéon y Conservacién de
Recursos (ARCR, por sus siglas en inglés) ha establecido un sistema global para gestionar el
almacenamiento y eliminacion de residuos sélidos y peligrosos, incluyendo su identificacidn, con
el establecimiento de normas de tratamiento, almacenamiento y eliminacién que son aplicables a
todos aquellos generadores, transportistas, propietarios y operadores de las instalaciones de
tratamiento de residuos peligrosos.

Adems, la U.S.EPA, ha creado el Programa de Evaluacién de Tecnologias de Innovacion
del Superfondo, en respuesta a la solicitudes de las Oficinas de Residuos Sélidos, Respuesta a
Emergencias y la Oficina de Investigacién y Desarrollo para la evaluacién de nuevas tecnologias
para la limpieza de sitios contaminados con residuos peligrosos, cuyo objetivo es fomentar y
proporcionar a la industria nuevas tecnologias de tratamiento viables que puedan presentar
ventajas en funcionamiento y costo, en comparacién con los métodos de tratamiento tradicionales
(Becerril et. al, 1993). Estas técnicas del Superfondo también se tienen en cuenta cuando existe
contaminacién de BPCs en zonas cubiertas por estos programas (CFR40, 1990).

Los BPCs aparecen en la lista de residuos peligrosos de la RCRA por lo cual, la eleccién
del método de tratamiento de los materiales contaminados con BPCs en una instalacion de los
programas de ARCR o zona Superfondo esta determinada por los procesos de eliminacién de los
programas respectivos llevados en la zona., El hecho de que un propietario u operador de una
instalacion de los programas ARCR, o una parte potencialmente responsable en una zona
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Superfondo, haya obtenido un permiso 7P para utilizar una tecnologia en particular con el fin
de degradar los materiales contaminados con BPCs, no limita la eleccién de alguna otra
tecnologia para la accién correctora, asi por ejemplo, las zonas que han recibido permisos [ + D
para BPCs bajo el ACST, pueden estar al mismo tiempo en un proceso de accién correctora
conducido por la RCRA (RFC 40, 1950).

6.3.LEGISLACION DE LA COMUNIDAD EUROPEA

Los paises comunitarios estén sujetos a las normas establecidas por la Comunidad
Europea, en la actualidad la mayor parte de los paises miembros han adoptado disposiciones que
limitan o regulan el empleo de BPC (Martinez, 1988).

Respecto a la legislacion comunitaria, la Directiva 75/1439/CEE del 15 de Julio del 75,
modificada por la Directiva 87/101/CC fija 50 ppm el limite superior de contenido de BPC/PCT
de los aceites usados.

Por otra parte, la Directiva del Consejo 76/403/CEE de las Comunidades Europeas del 6
de abril de 1976 establece que los Estados miembros deberan tomar las medidas necesarias para
hacer obligatoria la gestion de los BPCs usados o contenidos en objetos o en aparatos fuera de
uso, mediante la adopcion de las siguientes medidas:

¢ Prohibir la evacuacion, el abandono y el depdsito incontrolados de los BPCs, asi como de los
objetos y aparatos que los contengan.

¢ Tratar obligatoriamente los BPCs usados o contenidos en los objetos o en aparatos fuera de
uso, sin poner en peligro la salud humana y sin perjudicar el medio ambiente.

¢ Crear o designar las instalaciones, establecimientos o empresas autorizadas para tratar los
BPCs por su propia cuenta y/o por cuenta de terceros. _

¢ El costo de la gestion de los BPCs, una vez deducida su eventual explotacion, debera ser
sufragado por el productor o poseedor que entregue a una instalacion o establecimiento de
tratamiento.

¢ Cada tres afios, los Estados miembros informaran a la comisién, en el marco del informe
contemplado en el articulo 12 de la Directiva 75/442/CEE, sobre la situacion relativa a la
gestion de los BPCs en su territorio.

¢ A su vez, la Comision informara cada tres afios al Consejo y al Parlamento Europeo sobre la
aplicacion de la presente directiva (CEE, 1976).

La directiva 76/769/CEE de Julio de 1976, limita la comercializaciéon y uso de sustancias
que contenga BPC (excepto mono- y diclorobifenilos) y preparaciones cuyo contenido en BPC
sea superior al 0,1% en peso (Martinez, 1988).

La propuesta de directiva del Consejo Europeo X1/201/86-FS relatlva a la eliminacién de
BPCs particulariza para los BPC las normas establecidas en la Directiva 78/319/CEE respecto a
los Residuos Toxicos y Peligrosos. En ella se especifican las condiciones que deben cumplir los
aparatos u objetos que contengan o hayan contenido BPCs para ser reutilizados:

» Deberén ser descontaminados por una empresa autorizada.

» los BPCs deberan haber sido sustituidos por un liquido compatible con las

condiciones de utilizacion del equipo y con las regias de seguridad correspondientes.
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» El equipo debera tener una etiqueta indeleble y manifiesta.

La propuesta de directiva presentada por el Consejo Europeo relativa a la eliminacion del
BPC XI/71/87.ES, insta a los Estados miembros a tomar las medidas necesarias para prohibir la
mezcla de los residuos que contengan BPCs con otros residuos o sustancias con cardcter previo a
la entrega una empresa de eliminacidn autorizada. Ademas, describe las condiciones minimas que
debe cumplir toda empresa autorizada para la eliminacién de BPC asi como los requisitos para el
transporte del BPC usado y de los equipos que los contengan. En esta misma propuesta se estudia
la posibilidad de que cada pais miembro realice un inventario con todos los objetos que
contengan BPC (Martinez, 1988).

El Consejo de la CEE, se muestra reacio al rellenado (reutilizacion de equipos
contenedores de BPC, debido a que plantea graves problemas (técnicos y ambientales) y ser
antieconémico en la mayoria de los casos. También regula el marcaje y etiquetado de los equipos
y recipientes que contengan BPC, incluyendo los materiales contaminados con éstos.

La propuesta de la Directiva COM(88)559 final, tras pasar por el Parlamento Europeo, y
segin se publica en el diario de la Comunidad Europea del 17 de mayo de 1990, aconseja que al
definir los BPCs se reduzca dicho limite a 20 ppm para todas las mezclas, incluyendo los aceites
usados. Este punto queda de nuevo plasmado, junto con otros de interés, en la propuesta
modificada 91/299/05. ‘

Acerca del control de los traslados transfronterisos se considera el convenio de Basilea y
la Directiva del Consejo 84/631/CEE y el reglamento del Consejo CEE No. 259/93 del 1 de
febrero de 1993 sobre la prohibicion de traslados entro los propios paises y a paises del tercer
mundo; y en un caso muy especial se permite s6lo en para su tratamiento.

En respuesta a la directriz de la Comunidad Europea, las medidas que han adoptado-
algunos paises miembros de la CEE en relacion con los BPCs:

En Alemania, los residuos de BPC se tratan desde 1976 por la Legislacién como "residuos
especiales” y su uso esta limitado desde 1978 a los sistemas cerrados, debiendo ser incinerados a
una temperatura minima de 1,200 °C con un gasto de 0,1 kg/h y una cantidad maxima de BPC en
los gases residuales de 20 mg/m?, Para ello, existen cuatro instalaciones autorizadas para eliminar
los residuos de BPC, asi como, un almacén subterraneo (Martinez, 1988)

_ En Bélgica, estd prohibida toda venta de equipos o aparatos que contengan BPC, sin
embargo los ya instalados antes de julio de 1986 estin autorizados hasta !a fecha de su
eliminacion o hasta el fin de su vida 1til, excepto los situados en instalaciones destinadas a
alimentacién o preparacién de productos farmacéuticos o veterinarios. Es obligatorio la
declaracion de todos los propietarios de BPC y de los productos, aparatos, instalaciones o fluidos
que los contengan, a fin de realizar un inventario, en virtud del Real Decreto del 9 de Julio de
1986. En la gestion de BPC, la adquisicion de estos residuos y las instalaciones para su
destruccion, neutralizacion o eliminacién de equipos o aparatos que los contengan, debe
realizarse sélo por los centros o personas debidamente autorizadas, con la declaracién previa a la
administracioén correspondiente. En la practica, no existe ninguna instalacién de eliminacion de
BPC, por lo que los residuos se exportan a Alemania. La incineracion en buques esté prohibida.
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En Dinamarca los productores de los residuos deben enviarlos a las autoridades
competentes para su gestidn, no obstanté Pueden obtener de fa misma autoridad un permiso para
eliminarlos. En la practica los residuos contaminados con pequefias cantidades de BPC se
incineran en Nyborg por la empresa Kommunikemi, mientras el resto se exporta a Bayer en
Alemania para su incineracion (Martinez, 1988).

En Francia, se permite la utilizacion en sistemas eléctricos cerrados, condensadores que
contengan menos de 1 kg de BPC, fluidos dieléctricos excepto en las instalaciones de produccion
de alimentos, usos experimentales y técnicos sin riegos para el medio ambiente y estan reguladas
en el Decreto del 26 de Julio de 1975. Si la eliminacién es por incineracion se realiza en ¢l propio

pais (Martinez, 1988).

En Holanda ¢l Real Decreto de 1979, define los residuos de BPCs como aquellos que
poseen mas de 50 mg/kg en residuos no liquidos y mas de 0,05 mg/kg en liquidos. Es de destacar
el hecho de que los condensadores menores de 1 kg no se consideran "residuos quimicos"; La
legislacion holandesa no establece restricciones en el uso y comercializacion de BPCs en
intercambiadores de calor y equipos hidraulicos especificos. La via de eliminacién recomendada
por las autoridades es la exportacion a Francia para su incineracion (Martinez, 1988).

En Italia, la legislacion incluye a los BPCs dentro del régimen especifico de los Residuos
Toxicos y Peligrosos y los considera como tales cuando sobrepasan fa concentracion limite de
500 mg/kg en virtud del Decreto del 27 de Julio de 1984 (Martinez, 1988).

En Inglaterra, el Ministerio de Medio Ambiente ha dispuesto que, sin excepcidn, todos los
residuos de BPCs de origen comercial o industrial se eliminan en incineradores, registrados en ia
Administracién y deberan estar aprobados por el servicio de inspeccion en materia de
contaminacién industrial de aire. La legislacion inglesa, define como BPCs todo producto que
contenga cantidades superiores a 0,1% en peso (Martinez, 1988).

En general, la mayor parte de los paises miembros de la CEE han dictado normas
referentes al etiquetado, transporte y almacenamiento de residuos con BPCs y la importacion de
BPCs o productos contaminados con éstos, suele estar prohibida en la mayoria de los paises,
salvo que se autorice expresamente por las autoridades competentes. También se requiere de
autorizacion para gestionar y eliminar tales residuos por empresas especificas; los paises que no
poseen instalaciones de eliminacion de BPCs los almacenan hasta poder exportarlos o hasta que
se implementen plantas de eliminacién en el propio pais.

6.3.2. LEGISLACION ESPANOLA

En Espaiia, la Ley Basica de Residuos Téxicos y Peligrosos (Ley 20/1986 del 14 de
mayo) y el Reglamento para su aplicacion (Real Decreto 833/1988 del 20 de Junio), establecen el
marco legal para ¢l control y la correcta gestion de los bifenilos policlorados y terfenilos
policlorados (PCT, por sus siglas en inglés), a fin de prevenir los efectos perjudiciales que
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pudieran ocasionar a la salud o al ambiente en el marco de Ia Ley (20/1986) basica de Residuos
Téxicos y Peligrosos y el Reglamento para su ejecucién que establece los siguientes puntos:

» Los objetos que contengan BPCs en cantidad igual o superior a 500 ppm y se destinen al
abandono seran considerados residuos toxicos y peligrosos.

» Queda prohibido, la evacuacion, abandono y depdsito incontrolado de los BPCs, asi como de
los objetos y aparatos que los contengan.

» Soélo se autoriza a tratar los BPCs, a aquellos gestores que dispongan de instalaciones de
incineracion u otras tecnologias que garanticen el 100% su destruccién; con el previo informe
de gestion ante la Direccién General del Medio Ambiente del Ministerio de Obras Piblicas y
Urbanismo para que éste emita a su vez el informe a la Comisién para cumplir con la
directiva 76/403/CEE.

» Sdlo se autoriza el reciclaje de los componentes de los equipos que hayan contenido BPCs
residuales, siempre y cuando se garantice que el nivel de contaminacién de los mismos sea

inferior a 50 ppm. _

> El costo de la gestién de los BPCs debera ser sufragado por el poseedor que los entregue al
gestor autorizado, o en su caso, por los poseedores anteriores o por el productor de los BPCs o
del material que los contenga. .

» Se necesitard de la correspondiente autorizacién y control las instalaciones para recoleccion y
almacenamiento temporal de los BPCs residuales y equipos contaminados cumpliéndose
ademds con las normas vigentes de Seguridad e Higiene del Trabajo. El periodo de
almacenamiento provisional no debera exceder los seis meses.

» El vaciado, la limpieza y el rellenado de los aparatos deberan realizarse con fluidos que no
contengan BPCs y de tal forma que eviten cualquier contaminaciéon del medio ambiente, y
cuando éste deje de ser util, se deberd asegurar que sus componentes no contengan residuos
de BPCs con mas de 50 ppm, en caso contrario, se deberdn eliminar segin las disposiciones
aplicables a la destruccién de los BPCs (BOEL02, 1989).

Posteriormente, la Orden Ministerial del 14 de abril de 1989 sobre gestion de los bifenilos
y terfenilos policlorados, establece la normativa especifica sobre los productos en cuestion; en
ella se menciona que los envases para BPCs deberan de ser impermeables, tener paredes dobles y
estar etiquetados, no pudiendo extenderse el periodo de almacenamiento maés alld de los 6 meses
previos a su eliminacidn a través de un gestor autorizado para ello; las estructuras deberan estar
cubiertas, para evitar cualquier penetracion de las precipitaciones atmosféricas y estaran
equipadas con un sistema especial de recogida de todos los liquidos contaminados para evitar su
vertido al sistema de alcantarillado sanitario.

En lo que respecta a la manipulacion de BPCs o materiales contaminados con estos
productos, los datos publicados sobre los niveles aceptables de contaminacién superficial indican 1
mg/m’ para lugares donde el personal esté potencialmente expuesto durante 8 horas al dia y de 60
mg/m’ donde el contacto potencial sea relativamente infrecuente. El empleo de equipos de
seguridad es fundamental donde pueda preveerse el contacto con BPC, este equipo incluye:
proteccion respiratoria, gafas de seguridad, guantes protectores, botas y traje impermeable hechos de
materiales resistentes a la penetracién de los BPC, como el polietileno o vitén (Cordero, 1995).
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Respecto al transporte, s importante hacer referencia a los acuerdos internacionales para
la distribucion de materiales peligrosos por carreteras y ferrocarriles y también al codigo de
IMDG para el caso del transporte maritimo; se frata de acuerdos internacionales suscritos por
Espafia que establecen la norma reguladora correspondiente.

6.4. LEGISLACION MEXICANA

Aunque los bifenilos policlorados nunca fueron manufacturados en México, fueron
utilizados en grandes proporciones en la industria. Las estimaciones de inventarios
gubernamentales parciales indican que las cantidades de BPCs almacenados estan entre los 3,500
y 4,000 Tm; sin embargo existen estimaciones de empresas privadas que mencionan un total de
7,500 a 8,000 Tm, las cuales permanecen acurmuladas en almacenes con poca seguridad y sin
ninglin tratamiento para su confinamiento y/o disposicion final, lo cual ha provocado grandes
problemas de contaminacién al ambiente (Dobson y VanEsch, 1993).

Dentro de las principales fuentes de generacion de BPCs usados se encuentran, la
Comision General de Electricidad, la cual, en el pasado utilizé éstos compuestos como fluidos
dieléctricos en transformadores y capacitores que han quedado abandonados en almacenes y
frecuentemente presentan fugas de BPCs lo que ocasiona contaminacion de arroyos, rios, lagos y
mantos freaticos; ademas, existen otras fuentes tales como las estaciones del Sistema Colectivo
Metro y gran variedad de industrias (enfre las que destacan las industrias papeleras y
petroquimicas) con un alto indice de generacion de BPCs (INE, 1995).

Para su tratamiento, en abril de 1988 se realizé el primer esfuerzo significativo para el
establecimiento de un incinerador de homo rotatorio desarrollado hasta la fase de prueba al sur de
la ciudad de Tijuana, B. C. por la empresa Teesa Chemical Waste Management si bien, el
proyecto fue considerado factible, se suspendi6 por razones de “oposicién social” de los
habitantes de la zona (INE, 1995).

Por otra parte, en agosto de 1995, se exportaron 385 ton de BPCs a la empresa EKOKEM
en Finlandia para su incineracion con un alto costo, cabe hacer notar que en los altos costos de
eliminacién hay que afiadir los gastos del embarque y fianzas contra accidentes de traslado (INE,

1995).

En México, la politica de gestion de residuos desarroliada por el Gobierno Federat han sido
elementos decisivos los Articulos 38 y 39 sobre la prioridad absoluta de los procesos que primaban
la eliminacion de residuos sobre otras opciones; por esto: se prohibe la disposicion final de los
bifenilos policlorados o de residuos que los contengan, en confinamientos controlados o en
cualquier otro sitio; y la creacion de una infraestructura de gestién de BPCs en concordancia con el
estado de la tecnologia, es decir, estos residuos sélo podran destruirse de acuerdo con las Normas
Técnicas Ecoldgicas bajo cualquiera de los siguientes métodos: quimicos cataliticos (en el caso de
residuos con bajas concentraciones) y la incineracion, tratindose de residuos que contengan
cualquier concentracion (INE, 1995).
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6.4. 1. MARCO REGULATORIO

La Ley General del Equilibrio Ecoldgico y Proteccién al Ambiente a través de su

Reglamento en materia de Residuos Peligrosos ha emitido las Norma Técnicas Ecolégicas para la
reglamentacion de los residuos peligrosos entre los que se encuentran los BPCs; por otra parte, la
Secretaria de Desarrollo Urbano de Ecologia, a través de la Gaceta Ecoldgica Vol. 11 No. 11
(1990), ha emitido el formato de manifestacién para empresas generadoras eventuales de residuos
de bifenilos policlorados (BPCs), provenientes de equipos eléctricos (SEDUE, 1990).

La Norma Oficial Mexicana ha publicado 17 normas a través del Diario Oficial de la

Federacidn relacionada a este compuesto:

>

NOM-52-ECOL/1993, que establece las caracteristicas de los residuos peligrosos, el
listado de los mismos y los limites que hacen un residuo peligroso por su toxicidad al
ambiente (DO,22 Octubre 1993).

NOM-054-ECOL/1993, que establece el procedimiento para determinar la
incompatibilidad entre dos o mds residuos considerados como peligrosos por la Norma
Oficial NOM-052-ECOL/1993 (29 Noviembre 1994).

NOM-002-SCT2/1994, listado de las sustancias y materiales peligrosos més usualmente
transportados. (DO, 30 Octubre 1995)

NOM--003-SCT2/1994, para el transporte terrestre de materiales y residuos peligrosos.
Caracteristicas de las etiquetas de envases y embalajes destinadas al transporte y
materiales de residuos peligrosos (DO, 21 Agosto 1995).

NOM-004-SCT271994, Sistema de identificacion de unidades destinadas al transporte
terrestre de materiales y residuos peligrosos (DO, 13 Septiembre 1995)
NOM-005-SCT2/1994, Informacion de emergencia para el transporte terrestre de
sustancias, materiales y residuos peligrosos (Do, 24 Julio 1995).

NOM-007-SCT2/1994, Marcado de envases y embalajes destinados al transporte de
sustancias y residuos peligrosos (DO, 18 Agosto 1995).

NOM-010-SCT2/1994 Disposiciones de incompatibilidad y segregacién, para el
almacenamiento y transporte de sustancias, materiales y residuos peligrosos (DO, 25
Septiembre 1995).

NOM-011-SCT2/1994 Condiciones para el transporte de las sustancias, materiales y
residuos peligrosos en cantidades limitadas (DO, 25 Septiembre 1995).
NOM-012-SCT2/1994 Sobre peso y dimensiones méximas con los que pueden circular
los vehiculos de autotransporte que transitan en los caminos y puentes de jurisdiccidn
federal (DO, 7 Enero 1997).

NOM-019-SCT2/1994 Disposiciones generales para la limpieza y control de remanentes
de sustancias y residuos peligrosos en las unidades que transportan materiales y residuos
peligrosos (DO, 25 Septiembre 1995).

NOM-023-SCT2/1994 Informacién técnica que debe contener la placa que portarén los
autotanques, recipientes metalicos para granel (RIG) y envases con capacidad mayor a
500 litros que transportan materiales y residuos peligrosos (DO, 25 Septiembre 1995).
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» NOM-024-SCT2/1994.Espeeiﬁcégiones para la construccion, asi como los métodos de

prueba de los envases y embalajes de las sustancias, materiales y residuos peligrosos
(DO, Octubre 1995).

NOM-043-SCT2/1994 Documento de embarque de sustancias, materiales y residuos
peligrosos (Do, 23 Octubre 1995).

NOM-009-STPS/1994 Relativa a las condiciones de seguridad e higiene para el
almacenamiento, transporte y manejo de sustancias corrosivas, irritantes y toxicas en los
centros de trabajo (DO, 13 Junio 1994).

NOM-010-STPS/1994 Relativa a las condiciones de seguridad e higiene en los centros de
trabajo donde se produzcan, almacenen ¢ manejen sustancias quimicas capaces de generar
contaminacion en el medio ambiente (DO, 8 Julio 1994).

NOM-114-STPS/1994 Sistema para la identificacién y comunicacién de riesgos por
sustancias quimicas en los centros de trabajo (DO, 30 Enero 1996).

Segiin la disposicion legal en vigencia hace responsable directa de la limpieza a los

propietarios de los fluidos que contengan BPCs en uso o desechados bajo las siguientes fases
(Mendoza, 1994):

Determinar la existencia y cantidad de BPCs en el establecimiento.

Informar de las evidencias de la existencia de BPCs a SEDESOL (actualmente
SEMARNAP).

Evaluar el peligro potencial de su almacenamiento por medio de la aplicacion de estudios
de factores de riesgo.

Elaborar programas de minimizacién de riesgos.

Elaborar y aplicar programas que eliminen, poco a poco los BPCs, considerando la vida
util restante del equipo y la planificacién financiera necesaria.

El Instituto Nacional de Ecologia (1995) ha emitido una guia para el manejo de los

bifenilos policlorados, por el alto riesgo que representan, debiéndose tomar las siguientes
precauciones para proteger la salud del personal:

En los sitios en {os que el personal puede entrar en contacto directo con los BPCs liquidos
deberan utilizar ropa protectora impermeable, botas de hule, casco de seguridad lentes y
guantes de seguridad.

® Los BPCs deben bombearse no verterse, a fin de minimizar las salpicaduras y los derrames.
e Se debe inspeccionar todo el equipo para trabajar con los BPCs en especial las bombas y las

mangueras, no deben utilizarse para el manejo de otras sustancias, residuos o para cualquier
otro proposito.

Se deben considerar cuidadosamente el tipo de bomba a utilizar para manejar aceites que
contengan BPCs de preferencia se deberan utilizar bombas neumaticas o eléctricas a prueba
de explosion.

Los equipos y materiales contaminados con BPCs se deben envolver en pléstico (liner)
resistente para soportar el movimiento de carga y descarga.

Cuando los transformadores y capacitores sean de dimensiones pequefias, estos podran
colocarse dentro de bidones, rellenando los espacios con materiales apropiados para
absorber cualquier derrame que se presente.
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Los condensadores y capacitores de gran tamafio deben ser empacados dentro de membranas

plasticas (liner) de alta resistencia y sellarse con calor,

o El almacenamiento temporal de BPCs deberd hacerse en sitios que cumplan con las
caracteristicas para el almacenamiento de residuos peligrosos conforme al articulo 8 fraccion
VIl 'y de los puntos 14 1121 del reglamento en materia de residuos peligrosos.

¢ FEl lugar de almacenamiento temporal debera ser un lugar aislado con muros de contencién,
que no se encuentre expuesto al trdnsito, con ventilacion, fosas de captacién y piso
impermeable.

¢ El almacenamiento temporal de BPCs debe realizarse en tambores de 200 L. En perfecto
estado con recubrimiento fendlico en su interior, pintados y debidamente etiquetados con las
instrucciones de peligrosidad. No se podran apilar mas de dos tambores.

e Cuando se trate de materiales sélidos contaminados con BPCs, si su tamafio lo permite

deberén almacenarse de la misma manera que los liquidos.

6.4.2. TRANSPORTE DE BPCs

Para el transporte de BPCs al lugar de tratamiento, el transportista deber4 contar con el
permiso de la Secretaria de Comunicaciones y Transportes especial para bifenilos policlorados y
autorizacion del INE para manejo de BPCs, ademés el personal deberd haber aprobado el
programa de capacitacidn de manejo de BPCs, y se deberd presentar ¢l plan de respuestas a
emergencias en caso de derrame o incendio accidental y contra dafios al ambiente; se debera
contar ademads, con planes de contingencia para hacer frente a cualquier accidente eventual,

El transporte debe contar con sistemas de intercomunicacién y nunca deben salir dos
camiones en forma simultanea, debe existir una diferencia de tres horas como minimo entre un
embarque y otro. Sera necesario, ademas de los documentos ordinarios de transporte, una relacién
detallada de sus movimientos desde el punto de partida hasta el de almacenamiento o eliminacion
(Martinez, 1988).

6.4.3. TRANSVASADO DE BPCs

Debido a la existencia de pequefios poseedores de BPCs y al alto riego de transportar
bidones y recipientes de diversas dimensiones, se deberd llevar a cabo un transvasado de los
BPCs liquidos a contenedores especialmente disefiados para este uso, como son los bidones de
200 L o isocontenedores de mayor capacidad, de acuerdo a las normas internacionales.

El transvasado deberd realizarse en circuito cerrado a través de las valvulas de los
isocontenedores para evitar salpicaduras y derrames y hasta un maximo de 80 % de su capacidad,
al igual que los bidones. Cuando se lleve a cabo un transvasado, el 4rea circundante al proceso
deber4 estar debidamente protegida con pléstico de alta densidad, capaz de evitar su filtracién al
suelo en caso de salpicaduras o derrames. El proceso de transvasado debe hacerse con mangueras
y bombas fijas para evitar cualquier movimiento que provoque un derrame o salpicadura.
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6.4.4. EMBARQUE DE BPCs

En el caso de embarque de los BPCs a su destino final, éste debera realizarse via maritima.
La empresa maritima encargada de su transporte deberd contar con el pago de los seguros
correspondientes para el transporte de los BPCs, as{ como con todas las autorizaciones de los
paises donde tocard puerto la embarcacién en transito a su destino final (INE, 1995).

La politica de gestion de residuos peligrosos serd uno de los campos mas importantes del
control de la contaminacién sobre el medio ambiente durante los afios futuros; a nivel
internacional, en politica de gestién de BPCs desarrollada por los diferentes paises, han sido
elementos decisivos la generacion de leyes especificas a este tipo de compuestos que reglamentan
la generacidn, manejo, almacenamiento, incluyendo el establecimiento de normas aplicables a los
generadores, transportistas y a los propietarios y operadores de las instalaciones de tratamiento
ademas de prohibir su traslado a otros paises.

En general, entre los paises con legislacion sobre BPCs existe un cierto consenso en
relaci6n a los fundamentos legales de reglamentacién, aunque existen diferencias de intensidad y
en cuanto a las medidas de control aplicadas; pero la linea de pensamiento basicamente es la
misma y ha sido desarrollada en modificaciones de los programas de legislacién de los paises de
la Unién Europea y los Estados Unidos; sin embrago, cada nacién tiene la potestad de emitir
leyes maés estrictas al respecto por ejemplo, el tema de la delegacién del control regulador por
parte de un pais a sus autoridades regionales o locales se encuentra sobre todo en funcién de
consideraciones del tipo de gobierno y capacidad tecnolégica de eliminacion que posee; Asi, en
los Estados Unidos el gobierno federal establece la legislacion respectiva pero debe delegar su
ejecucion y puesta en practica en las autoridades estatales correspondientes; en confraste, en Gran
Bretafia existen instituciones encargadas de la concesion de licencias y permisos de instalacion y
sistemas de control de BPCs bajo la supervision general del gobierno central; tanto en Japon
como en Alemania, la responsabilidad recae principalmente sobre las autoridades regionales; en
Dinamarca y Suecia, estos compuestos deben ser trasladados a instalaciones controladas por el
gobiemo.

En Japon la reglamentacion especifica las vias de tratamiento y eliminacion, mientras que
en otros paises, estas funciones s¢ dejan como normas de cumplimiento opcional; pero en
general, todos los gobiernos establecen un sistema global para la gestién de los BPCs.

Toda esta reglamentacion, ha sido dirigida a los equipos que contienen méas de 500 ppm
de BPC para establecer un nivel de accién de control; esta propuesta reglamentaria fue basada en
estudios de beneficio-coste que demostraron que disminuir el nivel de accion a concentraciones
menores, incrementaria el costo para las industrias en varios ordenes de magnitud; sin embargo,
el costo de los efectos que pueden producirse por la generacion de dioxinas debido a una mala
incineracién que puede potenciar sus efectos dafiinos son demasiado altos como para ser
ignorados.

En la legislacién internacional, se ha aceptado actualmente como via de eliminacién de
BPCs la incineracién bajo ciertas condiciones de operacion de los incineradores; pero permiten
ademas, la aplicacién de tecnologias innovadoras de {ratamiento alternativo como los
tratamientos fisicoquimicos y los tratamientos de biodegradacién siempre y cuando demuestren
un grado de efectividad aceptable;
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Como resultado de esta politica, ciertas tecnologias innovadoras para tratar BPCs estan
siendo sometidas a investigacion y se han puesto en marcha numerosos programas
administrativos para mejorar y promover su aplicacion.

Sin embargo, a pesar de que el sector industrial esta respondiendo lentamente al reto de
disponer los BPCs que poseen almacenados, lo que ha dado lugar al nacimiento de un conjunto de
empresas de tratamiento de BPCs que compiten por ocupar el espacio de comercializacion del
tratamiento en el aspecto econémico, contimian existiendo problemas de financiamiento y se
sigue sin cubrir los gastos que de ello se derivan costos a los que los diferentes gobiernos deben
hacer frente en pro del mejoramiento de los programas de control.
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Capitulo VII Tratamientos Fisicoguimicos

7. TRATAMIENTOS
FISICOQUIMICOS

Son muy diversas las tecnologias de tratamientos fisicoquimicos de aplicacién a BPCs
que se pueden utilizar solas o junto con otros procesos; sin embargo, las limitaciones de
aplicacion s6lo a bajas concentraciones y muchas veces, la peligrosidad de los reactivos utilizados
restringen su uso, esto unido a los altos costos lo que origina que su uso comercial sea limitado.

La incineracion y los depdsitos en vertederos controlados son los métodos utilizados con
mas frecuencia para el tratamiento y disposicion de los BPCs y de la mayoria de los residuos
organicos peligrosos. En los procesos quimicos, gran parte de esta tecnologia esta patentada, por
lo que la informacién referente a la composicion de los reactivos utilizados esta restringida.

En general, los tratamientos quimicos son procesos en los que se altera la naturaleza de
los BPCs por medio de reacciones que en la mayoria de los casos sélo se les ateniia o logra
eliminar su peligrosidad. Sin embargo, en ciertas ocasiones los productos resultantes suelen ser
ain mucho mas toxicos. Es importante recordar que los procesos quimicos no pueden hacer
desaparecer los BPCs sino que tnicamente pueden transformarlo a otro compuesto por lo tanto,
es de vital importancia asegurar que los productos obtenidos en cada etapa de detoxificaciéon
puedan ser tratados o dispuestos con mucha mayor facilidad; ademas, hay que tener en cuenta que
los reactivos utilizados en tales reacciones no sean de alta peligrosidad.

Los tratamientos fisicos son procesos que por medio de un cambio en la concentracion y/o
en [a fase, transforman a fos BPCs en un compuesto mas facil de tratar en un proceso posterior o
para su disposicién final; sin embargo, no es posible que los métodos fisicos presentados
compitan favorablemente con los métodos quimicos de eliminacién a pesar de ser mas
econdmicos.

Actualmente las lineas de investigacién y desarrollo de tecnologias que se estan
estudiando son modificaciones de las ya existentes, a fin de perfeccionar las técnicas en si, y las
caracteristicas del producto final, asi como hacer al proceso mas economico.

Es importante hacer notar, que el gran esfuerzo que se esta realizando en los trabajos de
investigacién en este campo, es muy amplio por la importancia que tienen los efectos de los
BPCs en el ambiente y en la salud publica.

Por otro lado, s6lo existen tres procesos naturales de transformacion de BPCs dispersos en
el ambiente: Ia combustién, la fotélisis que necesita de gran cantidad de luz y periodos intensivos
y la biotransformacién (Forrest, 1987).

En la naturaleza, la fotdlisis es el inico proceso quimico de transformacién de BPCs. El
tiempo promedio para la fototransformacién atmosférica depende del grado de cloros de la
molécula; asi por ejemplo, el tiempo promedio para el monoclorobifenilo tiene un rango de 0.62 a
1.4 dias mientras que para un pentaclorobifenilo es de 67 dias. Debe resaltarse que la
volatilizacion y otros mecanismos de transporte pueden ayudar a la eliminacion significativa de
BPCs de los diferentes ambientes y asi, una vez volatilizado el grado de la transformacion
fotolitica se incrementa.
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La mayoria de los métodos quimicos dependen de la preparacién de un reactivo de sodio
para eliminar dtomos de cloro de la molécula de BPCs; entre ellos, los mas factibles son los que
utilizan radicales aniénicos para la decloracién de la molécula de BPCs. Estos sistemas se utilizan
para la transformacién de BPCs en rios y aceites de transformadores eléctricos contaminados
(Alford-Stevens, 1986).

La mayor eficiencia de éstos se obtiene cuando la concentracién es baja, entre estos
sistemas se encuentran:

7.1.1. DECLORACION CON NAFTENATOS DE SODIO

La técnica se desarrolld en 1978, involucra la preparacidon de naftenato de sodio en un
disolvente con funcidn éter como el tetrahidrofurano (THF) que protege al naftenato de sodio del
contacto con el oxigeno y el agua. El extracto seco de BPCs se elimina del mezclado parcial del
naftenato y del aceite en una solucién de sodio a temperatura constante; para obtener el control
efectivo de la reaccién se requiere de un buen agitador y un reactor aislado térmicamente para el
aprovechamiento de las altas temperaturas producidas.

Los productos de la reaccidon son el NaCl y un polimero de alto peso molecular
conteniendo cloro; para que esta técnica sea efectiva en la extraccion de BPCs de matrices
acuosas, el compuesto preparado tiene que estar libre de humedad y concentrado, para evitar la
reaccion violenta entre el agua y el sodio (Mendoza, 1994). La Compafiia Goodyear & Tire,
desarrollé el primer proceso de este tipo a gran escala que utiliza naftenato de sodio el cual
reacciona con compuestos organicos halogenados, como el clorobenceno; el proceso se aplica a
fluidos de transferencia de calor que contiene aproximadamente 120 ppm de BPCs.

La Universidad de Waterloo en combinacion con la Asociacion Canadiense de
Electricidad han realizado trabajos de investigacién aplicando el naftenato de sodio para el
tratamiento de BPCs en aceites de transformador; los productos de la reaccion son: cloruro de
sodio, bifenilos y polibifenilos con un rendimiento de airededor del 99,5 % que se mejora si se
recupera el naftaleno con un rendimiento del 60 al 75 %. El inconveniente de este método es la
generacion de un compuesto inhibidor que afecta el proceso (Alford-Stevens, 1986a).

La Compaiiia Acurex Waste Technologies (AWT por sus siglas en inglés), utiliza un
proceso de sodio similar, pero ha reemplazado los naftenatos en el reactivo anterior con una
sustancia similar de patente. El proceso descontamina aceites que posteriormente se filtra y
devuelve a los clientes para su reutilizacién como combustibles de alto poder calérico. El aceite
de transformador contaminado con BPC entra al sistema por una seccion, donde se cuantifica y
filtra; al tiempo que el aceite entra al sistema se agrega el reactivo de sodio y se deja que la
mezcla reaccione; hasta que se completa el proceso de destrucciéon de los BPCs, lo cual se
demuestra por el analisis de cromatografia de gases de una muestra. Con este método se logra la
reduccidn hasta de 2 ppm de una concentracién inicial de 1,000 ppm de BPCs sin generacion de
subproductos peligrosos como los policloro dibenzofuranos (PCDF) y policloro dibenzodioxinas
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(PCDD); el aceite libre de BPC entonces se filtra y retornado al cliente. La unidad de Ja AWT es
movil y por lo tanto es capaz de tratar BPCs en donde se necesite, sin embargo el alcance del
refinamiento es incierto.

7.1.2. REACCIONES ORGANOMETALICAS

Muchos de los sistemas de descontaminacién quimica involucran reacciones
organometalicas, basadas en la transferencia de electrones de un metal alcalino como €l sodio u
otro agente organometalico hasta a molécula de BPCs. Parametros como el porcentaje de aire y
humedad afectan la reaccién. Ademads, las reacciones que se llevan a cabo en la decloracién
parcial de productos téxicos estin patentadas y no estan disponibles.

En el trabajo de limpieza de BPCs, La Compaiiia Sunohio ha desarrollado un proceso
conocido como BPCX. El fluido tratado fluye a través de 4 etapas de filtracién, un desgasificador
de vacio y finalmente 5 etapas de filtracién; el fluido tratado contiene menos de 2 ppm de BPCs.
Los productos de la reaccidn, los reactivos no consumidos y los filtros utilizados se recogen en
contenedores, solidificados y dispuestos en vertederos controlados. Este proceso reclasifica
transformadores y permite el uso continuo del aceite. El equipo estd montado en un remolque de
13 m con un trailer auxiliar. El proceso consta de aparejos que se colocan a lo largo del
transformador al cual se le conectan dos mangueras para permitir que el aceite se bombee desde
el transformador y después de procesarlos se regresan al mismo, en un proceso continuo. El aceite
se bombea desde el transformador o tanque de almacenamiento a través de un calentador hacia
una mezcladora donde se adiciona el reactivo; desde alli la mezcla fluye a un reactor y luego
hacia un sisterna de recuperacion que consiste en intercambiadores de calor, filtros, una centrifuga
y un evaporador al vacio, antes de regresarlo al transformador o al tanque de almacenamiento ya
limpio; las reacciones quimicas se llevan a cabo a temperaturas por debajo del punto de
inflamacion del aceite del transformador y a presiones bajas, suficientes para pasar ¢l aceite a
través de los filtros. El proceso requiere de la adicion constante de un reactivo inhibidor de
oxidacion. El inconveniente de utilizar este proceso radica en el alto potencial de explosividad del
sodio metalico y las necesidades de seguridad estricta en su manejo (Alford-Stevens, 1986a).

La Compariia General Electric, ha desarrollado un sistema de eliminacién de BPCs en
aceites de transformadores eléctricos agregando hidroxido de potasio (KOH) y polietilénglicol
(PEG). La reaccién se realiza a temperaturas moderadas (el Aroclor 1260 reacciona a 60 °C y el
Aroclor 1242 a 100 °C). Con este proceso se logra la eliminacién completa de los BPCs en
concentraciones iniciales de hasta 1 %. (10,000 ppm). La reaccion es muy tolerante al aire y
humedad; se lleva a cabo utilizando KOH al 85 %,; el polietilénglicol utilizado es de calidad
comercial, la ventaja del sistema es que contiene agentes organometalicos que no son sensibles a
la humedad y al aire.

La reaccién es muy simple, solo se mezclan el polietilénglicol comercial, hidréxido de
potasio y el aceite contaminado por 2 horas a 100 °C; después de enfriarse y lavarse con agua o
filtrarse, la fase de glicol se separa del aceite de transformador, la presencia o ausencia de
oxigeno no tiene efecto alguno en el rendimiento de la reaccién. Sin embargo, para mantener la
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estabilidad oxidativa del aceite del transformador se recomienda llevar a cabo la reaccién bajo
una atmdsfera inerte de nitrégeno o argén (General Electric Co.,1988),

La Corporacion PPM, ha desarrollado un proceso moévil el cual puede eliminar los BPCs
del aceite. La unidad movil utiliza los aceites contaminados con mezclas de BPCs (hasta 2000
ppm de BPCs) destruyéndolos quimicamente y produciendo un aceite reutilizable, una solucién
acuosa y pequefias cantidades de sélidos (Superfondo U.S.EPA). '

7.1.3, EMPLEOQ DE POLIETILENGLICOLATOS DE SODIO

La aplicacion de sistemas de decloracién con sodio es factible ya que los aceites se
recuperan para su reutilizacién, pero estos métodos son costosos, ademds de su peligrosidad por
el alto grado de explosividad del sodio metélico. El Centro de Investigacion Franklin (FRC, por
sus siglas en inglés), tiene un proceso conocido como NaPEG que utiliza polietilénglicolatos de
sodio observindose una deshalogenacion cuantitativa de los compuestos organohalogenados,
incluyendo los BPCs para producir haliros de sodio y derivados organicos no peligrosos. En este
proceso, el reactivo NaPEG reacciona con los BPCs del fluido dieléctrico en ¢! aceite mineral a
100-125 °C para formar cloruro de sodio y una variedad de productos solubles en agua y
biodegradables, ademds de compuestos arométicos oxigenados.

El calor continuo declora los BPCs extraidos antes del procesamiento; el aceite
contaminado se filtra para eliminar e agua y los sélidos libres, posteriormente se bombea hacia el
tanque del reactor donde se agita y se calienta; el reactivo NaPEG se agrega a 80 °C en una
cantidad que depende de la concentracion de BPCs y de los otros contaminantes clorados en el
aceite, la mezcla se calienta a 120 °C y se mantiene hasta que la muestra registre un cero de
BPCs, definido como menor a 2 ppm; se deja que la mezcla se enfrie y en ese punto se separa por
gravedad en dos fases, la fase de aceite se bombea a un tanque separador donde se lleva a cabo
una separacion adicional.

El residuo, principalmente el reactivo utilizado, se bombea a un reactor de postratamiento
para su oxidacién después del analisis para verificar que no existan BPCs ni otros compuestos
toxicos, el reactivo se puede procesar para su reutilizacién o bien se diluye y desecha (esta
practica ha sido prohibida en algunos paises con legislacion al respecto). E! aceite limpio se
circula a través de un filtro para retirar las trazas del reactivo, se analiza y se bombea al tanque de
almacenamiento de aceite limpio para su reutilizacién como fluido dieléctrico de transformador
(Forrest, 1987).

Este sistema es de gran interés comercial por varias razones: 1) es un proceso quimico
para destruir los BPCs que ofrece la posibilidad de que el aceite descontaminado puede ser
utilizado y 2) la oportunidad de tener el reactivo preparado de la FRC es preferible a trabajar con
sodio; el aceite tratado es de color rosa, lo que indica la posible presencia de compuestos
quinoleicos, producidos en la reaccion con el inhibidor de oxidacién, otros productos son NaCl y
polihidroxibifenilos (Superfondo U.S,EPA).
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La Compariia Niagara Mohawk Power ha desarrollado un método que involucra una
mezcla de KOH, PEG y dimetilsulfoxido; en el cuat se mezclan los BPCs directamente con los
reactivos hidroxiglicol agregando dimetilsulféxido para incrementar el tiempo de reaccién, la
decioracion del bifenilo se realiza ripidamente hasta una concentracion de 2 ppm. Las
condiciones de operacién son 150°C, 403.2X10° cal/h con seis radiadores de aire de enfriamiento
en serie, para una mezcla de 8316 L dentro de un reactor discontinuo por un tiempo menor a 2
horas, el proceso de la decloracién no es peligroso y permite la reutilizacion del aceite contenido
en el transformador ademas de ser mas econémico que la decloracion con sodio metalico y fa

incineracion.

7.1.4, OTROS METODOS DE DESTOXIFICACION QUIMICA

La aplicacién de estos métodos es principalmente para la eliminaciéon de compuestos
toxicos como los policloro dibenzodioxinas, compuestos arométicos clorados y BPCs. La
reaccion utiliza un aicoholato de metal alcalino de cadena corta como los glicoles de alcanos o
polihidroxialcanos con hidréxido de un metal alcalino; el proceso se realiza entre los 140°C a
220°C a presion atmosférica; cuando se utiliza un etilenglicolato de sodio, los productos de la
reaccion son el hidroxido del metal alcalino con el glicol en solucién acuosa y un alcoholato de
metal alcalino (Alford-Stevens, 1986b).

La comparita Ontario Hydro desarrollé un proceso B.C. de hidrodecloracién de BPCs que
utiliza un metal alcalino como el sodic en dispersion directa dentro del aceite contaminado, la
velocidad de reaccion es sensible al tamafio de particula en la dispersién y la temperatura, asi
como la presencia de un inhibidor oxidante, una desventaja es la utilizacion de metales alcalinos
(muy reactivos).

La Secretaria de Marina de EU de América, tiene un proceso de dos pasos para la
detoxificacion quimica de BPCs, convirtiéndolos en sustancias biodegradables inocuas, sin
generar subproductos téxicos u otros contaminantes; el proceso comprende (Secretary of Navy,
1989):

a).- La reduccion de los BPCs en un rango de temperatura de 25°C a 80°C con un agente
reductor selectivo como NaBH,, KBH,, LiBH,, Ca(BH,),, 0 Sr(BH,),, que pueden utilizarse con
seguridad en agua o sistemas de agua-alcohol, y producen un bifenilo insustituible.

_ b).- En el segundo paso, se lleva a cabo la oxidacion del bifenilo insustituible, en agua o
solucién agua-alcohol a un rango de temperatura de 25°C a 80 °C, utilizando un agente oxidante
selectivo como persulfato de sodio o potasio, perborato de sodio o potasio o cualquier
permanganato de un metal alcalino o alcalino-térreo los cuales, producen bidxido manganoso
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(excepto los permanganatos de bario y radio) y un 4cido dicarboxilico biodegradable (Sofer,
1986).

La Compafita American Toxic Disposal Partners, tiene un aparato para tratar el material
solido fluidizable contaminado con compuestos organicos toxicos, con puntos de ebullicién de
100 °C; el sistema comprende el calentamiento y fluidizacion de sélidos en un vaso de secado a
una temperatura suficiente para facilitar la recuperacion de los contaminantes organicos to6xicos
en una corriente de gas de salida, dejando sélo 5 ppm de los contaminantes del sélido fluidizable,
removiendo los gases contaminados del sistema (Electric Power Research Ins, 1988).

La Compania American Colloids tiene un método similar pero especifico para BPCs
(American Colloids Co., 1988).

La Compaiiia Westinghouse Electric posee un equipo para transformar los BPCs
residuales de los transformadores, el método comprende: el paso de vapor de agua a través de!
aparato para formar una mezcla azeotropica con los BPCs, aplicando vacio para evaporar los
aze6tropos y enfriandolos para hacerlos liquidos (Westinhouse Electric co., 1987).

La Corporacion Quadrex HPS tiene un equipo para eliminar los BPCs de los equipos
eléctricos cuyo principio es el retrolienado del aparato eléctrico con fluido dieléctrico en estado
liquido.En este, los BPCs son disueltos para formar una solucidn que se transfiere a un medio
donde se separan los BPCs del fluido dieléctrico para reutilizadose nuevamente. De este modo, se
proporciona el aislamiento durante la operacién de! aparato. Este sistema elimina los BPCs
résiduales siempre y cuando no excedan las 50 ppm (Quadrex HPS Inc, 1987).

4 El Departamento de Tecnologia Avanzada en Refineria del Petréleo de EUA, tiene un
proceso para la transformacion de BPCs en un medio liquido no acuoso, mediante ¢l contacto de
éste en condiciones anhidras con un haluro metélico y un 4cido de Lewis en presencia de un
hidroxido en solucién alcoholica; el metal del hidroxido se combina con el cloro para formar un
precipitado sélido en un medio no acuoso a elevada temperatura, eliminandose as{ el cloro de los
BPCs en un precipitado en forma de sal (Advance Refinery Technology, 1990).

La Corporacion Transformer Service en EUA, tiene un proceso para la deshalogenacién
de BPCs. El proceso comprende el contacto y reaccion de los BPCs con una base fuerte y un
compuesto de azufre en un rango de temperatura de reaccién de 65 °C a 100°C, La cantidad de
bases fuertes y compuestos de azufre necesarios son de 10 a 100 equivalentes para cada dtomo de
hal6geno en los BPCs.

Los compuestos de azufre seleccionados para la reacciéon son: los dimetilsulféxidos,
tetrametilsulféxido, dimetilsulfona, sulfonatos y compuestos similares; las bases fuertes
utilizadas, son los hidréxidos de sodio, litio, t-butéxido de sodio, hidréxido de sodio, hidroxido
de potasio, amida de potasio ademds de sodio, butil litio, metillitio, sodio, potasio y litio
(Transformer Service Inc, 1990).

El Departamento de Energia Eléctrica de EUA, posee un método para la eliminacion de
BPCs de equipos eléctricos por extraccion con solventes. El equipo utilizado cuenta con una zona
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de extraccion-destilacion maltiple con 'una secci6n de eliminacién y alimentacién de los aceites
contaminados con BPCs donde se lleva acabo 1a separacién con solventes selectivos para BPCs.

La separacion parcial del solvente, se produce por extraccién y destilacién hasta producir
un residuo que contiene del 20 al 80 % del solvente mediante su separacién del residuo de fondo
por enfriamiento, formandose dos fases: una de solvente y otra de aceite/BPC la cual se vuelve a
reciclar en el sistema para incrementar la concentracion de BPCs en la zona de extraccion,
minimizando asi la pérdida de aceite y obteniendo un residuo de BPCs concentrado para
depositarlo en un vertedero controlado (Electric Power Research Ins, 1988).

7.1.5. RELLENADO DE TRANSFORMADORES

Las unidades que contienen Askarel® también se pueden descontaminar por un proceso de
rellenado; sin embargo, disminuir a 50 ppm el contenido de BPCs es una tarea muy dificil, ya que
originariamente los transformadores Askarel® contienen 60-70 % de BPCs puro (Forrest, 1987).

La Compariia Dow Corning utiliza el sistema Retrosil que incluye la inspeccion del
transformador para asegurar que esté en buenas condiciones de operacion; en ello, se incluye la
eliminacién y la disposicién adecuada del liguido BPC, la purga de la unidad, el rellenado del
transformador con un liquido dieléctrico de silicona y el procesamiento del nuevo liquido a través
de un equipo con adsorbentes para retirar los BPCs. Esta operacion, se efectiia en una estacion de
control que registra y controia el proceso de adsorcion; €ste consiste en una bomba, un medidor
de tiempo, sensores de flujo, sensores de nivel y varias caracteristicas de seguridad integradas
para proteger el transformador y el medio ambiente. La unidad adsorbedora (del tamafio de un
tambor), estd montada dentro de la estacion de control y conectada por mangueras y valvulas al
transformador. El fluido circula continuamente mientras que el transformador estd en
funcionamiento. Generalmente se requieren de varias unidades adsorbedoras desechables.

Sin embargo, el simple relienado no soluciona el problema debido a que los BPCs
residuales migran desde el micleo, los recodos y el aislante del fransformador para contaminar el
nuevo aceite (Analisis Itesm., 1985).

7.1,6. SUSTITUCION DE FLUIDOS DIELECTRICOS

Existen dos nuevas categorias de fluidos para transformador para utilizarlas como un
sustituto del fluido Askarel®: (1) Los llamados del grupo “menos inflamables” como siliconas e
hidrocarburos parafinicos; y (2) los del grupo "no inflamables" como los tetracloroetilenos.
Mientras que las siliconas y parafinas han sido utilizados desde hace mucho tiempo por varios
fabricantes, los tetracloroetilenos se han desarrollado recientemente.

Los fluidos basados en hidrocarburos parafinicos biodegradables, no bicacumulables y no
toxicos cumplen los requisitos dei Codigo Nacional de Electricidad (NEC) de USA, que
proporcionan los reglamentos de la industria para cumplir las medidas de proteccion requeridas,

El fluido de silicona para transformadores es un liquido hidréfobo, transparente, no
aceitoso, estable quimicamente, inerte, inodoro y estable térmicamente; los informes
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bibliogréificos indican que no son tdxicos; sin embargo, en condiciones de calentamiento y
enfriamiento tienden a formar geles que bloquean la circulacién y pueden llegar a ser peligrosos
(Anélisis Itesm., 1985).

Recientemente se han desarrollado técnicas de marcaje con C1¥ en bifenilos tetraclorados,
detectados ficilmente por andlisis cromatografico; su determinacién por espectrometria de masas
en el rango de iones correspondiente de Cl,,/Cl,,, permite la decloracién sucesiva de los BPCs en
el impactador de electrones positivos (EI) lo cual, permite la decloracién de los iones Cl;
marcados. Los cloros en posiciones mefa y para son los mas facilmente eliminados, en
comparaciébn a los de posicién orto; la primera reaccién de decloraciéon es totalmente
estereoselectiva para los isomeros de BPCs (Bush y Lo, 1973; Diunker y Buchertall, 1988 y
1989).

7.1.7. DESCOMPOSICION NUCLEOFILICA

La descomposicién nucleofilica es otro método que se ha utilizado para descomponer los
BPCs con base en el desplazamiento nucleofilico repetitivo de un cloro por un anién tiolato o un
grupo hidroxilo; el producto de esta reaccion es un polihidroxibifenilo; la gran desventaja del
proceso, es su alto costo (Mendoza, 1994),

7 1.8. CLOROLISIS

E La clordlisis en residuos de hidrocarburos clorados ha sido utilizada por la compafiia
Hoechst A. G. El proceso involucra la reaccién del gas cloro a presiones hasta de 25 MPa y
temperaturas de 640°C obteniéndose tetracloruro de carbono y é4cido clorhidrico como residuos.
La reaccién tiene como condicién necesaria para tratar los BPCs que estos no estén diluidos, lo
que incrementa el tiempo de residencia en el reactor o bien el use de un catalizador. E1 CCl, y
HCl se separan por destilacién y los restos de la mezcla se reciclan al reactor.

La clordlisis es una reaccién exotérmica lo que reduce el costo del proceso, sin embargo
debido a la naturaleza corrosiva de los productos quimicos obtenidos y las condiciones extremas
de reaccion, se necesita la construccién de equipo con niquel de alta pureza, lo que origina un
incremento del costo del capital de implementacion del equipo (Alford-Stevens, 1986b).

7.1.9. 0OZONOLISIS

La ozondlisis desarrollada por el Colegio Militar y la Universidad de California, utiliza
un exceso de ozono, de 6-8 veces es suficiente para obtener una destruccion de 90 a 95 % de
BPCs. El proceso tiene un elevado costo que no es competitivo con la incineracion; ademas,
durante el proceso de oxidacion se producen policlorodibenzo dioxinas y policlorodibenzo
furanos (Alford-Stevens, 1986b).
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7.1.10. REDUCCION ELECTROQUIMICA

La Corporacion Envirogenics System ha utilizado con éxito la reduccién electroquimica,
para a decloracién no acuosa de los BPCs que involucra la formacion de radicales aniénicos en la
superficie de un electrodo de Hg.

El método conocido como “Potencial Controlado de Electrol:szs produce radicales
anidnicos tales como: el antraceno, 9,10-difenilantraceno y etanomtrllo en solucién de

dimetilformamida (DMF).

Los radicales aniénicos estabilizados reaccionan con las moléculas de BPCs produciendo
cloruro en grandes cantidades, de la misma manera que un reactivo organometalico. El bifenilo es
el producto final de la reaccion (Alford-Stevens, 1986a).

7.2. METODOS FISICOS

7.2.1. INCINERACION

Ya que la clave para el éxito de programa de control de BPC de la U.S.EPA esta basada
en la disponibilidad de instalaciones adecuadas para los residuos, muchos de los esfuerzos de
parte de la U.S.EPA, estén dirigidos hacia la aprobacion de incineradores y verificacién de los
quernadores en las calderas de alta eficiencia en la industria. Los residuos del aceite mineral
retirado de los transformadores eléctricos que poseen BPCs en forma liquida en concentraciones
de 50 a 500 ppm pueden quemarse en incineradores de alta eficiencia que cubran ciertos criterios
técnicos establecidos por la U.S.EPA.

Estos incineradores operan con buenas caracteristicas de combustion y se ha demostrado
que logran las altas eficiencias de destruccién de los BPCs sin emisién de subproductos téxicos
debido a 1a excelente combustion.

Es importante hacer notar que la transformacion térmica efectiva de los BPCs requiere de
una temperatura controlada con precisién y de un tiempo de residencia adecuado. Los
investigadores de la U.S.EPA, han establecido que para la completa destruccién de los BPCs
(utilizando mezclas comerciales e isdmeros puros) las temperaturas deben de aproximarse a los
1,200 °C con al menos 2 segundos de tiempo de residencia y un exceso de oxigeno en la
combustion, (Freestone et. al., 1988).

Los incineradores mdustnales tipo Homo Rotatorio cubren las especificaciones de la
U.S.EPA al 99,99 % de destruccion de los BPCs, atin para los condensadores BPC tipo
fragmentado pero, en ocasiones pueden producirse PCDD o PCDF lo cual debe verificarse en el
humo de ta chimenea (Chang y Sorbo, 1988).

Estos incineradores requieren de una cdmara secundaria de material ceramico (resistente
al cloruro de hidrégeno) con el disefio adecuado para cumplir con ¢l tiempo de residencia
requerido a 1000 +/- 100 °C, con un dispositivo apropiado para captar el HCI del humo en la
chimenea.
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7.2.2. INCINERACION DE CONDENSADORES BPC

La incineracién de condensadores BPC requiere de una instalacién mucho més compleja
que para la simpie incineracién de fluido BPC. El condensador BPC estandar es de 60 x 30 x 15
cm cada caja, la cual contiene serpentines de aislamiento de papel envueltos alrededor de marcos
con nicleo de madera, todo esto estd completamente sumergido en 8 6 12 L de fluido BPC. La
caja, el papel, la madera y los BPCs deberan ser completamente incinerados en un horno rotatorio
y de ahi pasar a una camara de combustion retardada; el quemador retardado consume ¢l 99,99 %
de los BPCs y las cenizas se disponen en un vertedero controlado aprobado por fa U.S.EPA
(Federal, 1984).

Los liquidos antes de ser incinerados, son analizados para determinar su poder calorifico,
cantidad de &cido generado debido a los hidrocarburos halogenados, contenido de ceniza residual
y de azufre; los residuos del liquido son luego mezclados a una temperatura de combustién lo
suficientemente alta para cubrir las condiciones de destruccidn requerida durante la incineracién.

Los liquidos y gases son incinerados en la cAmara secundaria de combustién junto con los
gases del incinerador rotatorio; los gases calientes que salen de la cdmara de combustién
secundaria pasan a una torre de lavado donde se retiran las particulas y los gases 4acidos; los
afluentes gaseosos, con alta concentracidn écida se neutralizan en un extractor usando sosa
céaustica y una pasta liquida de cal; de la pasta liquida extraida se separa una fase liquida que se
inyecta a un pozo profundo.

Los fluidos residuales con concentraciones de BPC superiores a 25,000 ppm de acuerdo a
la U.S.EPA, no deben quemarse en la camara de combustion secundaria (Freestone et, al., 1988).

; La Corporacion Environmental International posee una instalacion aprobada por la
U.S.EPA que primero fragmenta los condensadores y luego utiliza un proceso de extraccién por
solvente para separar los fluidos BPC de los materiales sélidos. Posteriormente, los sélidos se
reciclan para uso industrial y los liquidos BPC se almacenan en un tanque en espera de su
incineracién o su descomposicidén quimica en otra instalacion,

La Corporacion Sed. en Waukesha, esta operando una instalacion similar aprobada por la
U.S.EPA de extraccidén/fragmentacién mecénica liquido-liquido en Greensboro, NC. (Freestone
et. al., 1988; Anélisis Itesm., 1985).

7.2.3. HORNOS DE INCINERACION

‘ La Compariia de Cementos St. Lawrence posee hornos para hacer cemento que también se
adaptan para la destruccion de los BPCs. En esta operacion, la reaccién del oxido de caleio del
cemento con el cloro de los BPCs produce cloruro de calcio. Con estos homos operando a
temperaturas de 1,500°C el producto del cemento no contiene contaminantes de BPCs. El
inconveniente de este sistema, es la existencia de fugas por imperfecciones del sello mecéanico.

El Consejo de Investigacion de Aire de California, el Departamento de Servicios de Salud
de California y la U.S.EPA, han implementado un incinerador de lecho fluidizado para la
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eliminacion de residuos peligrosos; el sistema consiste basicamente en una cdmara de combustién
primaria y secundaria en el cual el lecho de combustion principal se lleva hasta la parte superior y
se colecta, por un ciclon y continuamente se recircula hacia el fondo de la cdmara de combustién
mientras que el lecho de solidos se mantiene estacionado. La operacion de recirculacion ofrece la
posibilidad de tener un mayor rango de mezcla y volteo permitiendo la uniformidad en la
temperatura en comparacion a la cdmara de combustion convencional; un ventilador proporciona
aire a las camaras de combustion mientras que los gases de la camara, se enfrian mediante un
intercambiador de calor. Este incinerador opera a bajas temperaturas para prevenir la formacién
de escorias en el lecho, con una baja concentracion de NOx. La oxidacion completa del
combustible se mejora con la mezcla de los sélidos del lecho con exceso de oxigeno y un tiempo
de residencia adecuado para la recirculacion de sélidos. |

La presencia de un reactivo en ¢l lecho de sélidos permite la captura de haldgenos y
compuestos de azufre los cuales se eliminan en un rango de 88 a 90 % y una alta eficiencia de
destruccion de residuos peligrosos (Vander et. al., 1992; Chang y Sorbo, 1988).

La incineracion de material en el mar, aprobado por la U.S.EPA en ¢l pasado se realizd
con exito; La Compaiiia Oceanic Combustion Services (subsidiaria de la Corporacion Chemical
Waste Management) posee los Vulcanus I'y II, barcos incineradores que navegaban en aguas del
Atlantico; estos atracaban en Mobile, Le Havre (Francia) y Santander (Espafia) donde esta
compafiia tenia sus instalaciones de transferencia de residuos y aimacenamiento. La desventaja de
éste método fue la dispersion en el mar de los residuos acidos después de la incineracion, por lo
cual se prohibié (Valero, 1989).

La incineracion es un tratamiento y método de disposicion relativamente caro, debido a la
dificultad para someter los BPCs a una combustién eficaz. Los precios dependen del estado en
que se reciba, en tambores o a granel, el contenido de ceniza y otros factores (Freestone et. al.,
1988).

Tanto {os homos en tierra como los incineradores en el océano plantean una gran
desventaja en tiempos, costos y riesgos de accidente por el transporte de material con BPCs hacia
el lugar donde se incineran; para eliminar esta desventaja la Compafiia Pyromagnetics, opera un
incinerador de alta temperatura montado en un camion aprobado por la U.S.EPA, para fluidos con
menos de 50 % de BPCs (Freestone et. al., 1988; Federal, 1984).

Las Compaipiias Rollins, Ensco y CWMI, brindan servicio de transporte e incineracion de
BPCs a sus clientes. La flota de transporte desarrollada para este servicio abarca una amplia
variedad de vehiculos y equipos especializados, incluyendo camiones recubiertos de acero
inoxidable, de hule o de epoxi, trailer al vacio para remover el desperdicio de los tanques
contenedores, tractores y plataformas para los barriles y los tambores. Los conductores y los
cargadores estan altamente capacitados para manejar estos residuos peligrosos.
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7.3. METODOS DE TRATAMIENTO ALTERNOS

Ademas de los métodos ya aprobados por la U.S.EPA, un gran niimero de investigadores
ha buscado nuevas opciones para la disposicién de los BPCs utilizando una amplia variedad de
técnicas incluyendo los métodos de destruccidn flsica-vacio, espumas, filtracién y la sal fundida
(Budiansaky y Josephson, 1980; Kutz, 1976).

7.3.1. TECNOLOGIA DE ARCO DE PLASMA

La Corporacion Pyrolis System ha desarrollado un sistema de arco de plasma mévil para
la destruccién de los BPCs. El proceso de pirdlisis de destruccién utiliza acetato de metilo y
metanol y produce un gas-dcido, un gas combustible y carbén; el gas-acido se remueve en un
lavador céaustico el cual captura también la mayor parte del carbon, y el gas combustible se
incinera, El sistema tiene un rango de alimentacién de BPCs de 200 L/h con un 99.99% de
eficiencia de destruccidn.

El proceso de arco de plasma estd basado sobre el concepto de pir6lisis de las moléculas
de los BPCs utilizando un campo de plasma térmico; el arco eléctrico se produce por un conjunto
de electrados colineales; la presién de aire seco es el medio a través del cual pasa la corriente
eléctrica y como resultado de la intensa energia, el aire del ambiente se ioniza hasta formar un
plasma a temperaturas cercanas a los 10,000 °C. Los BPCs se inyectan dentro del plasma
fraccionéndose a su estado atdmico en una atmésfera carente de oxigeno, formandose hidrégeno,
cloruro de hidrégeno, monoxido de carbono y particulas de carbén en mayor cantidad ademés de
di6xido de carbono, acetileno y eteno en pequefias cantidades; los gases que se producen se
someten a un proceso de lava para eliminar el HCI (Kolak et. al., 1988).

7.3.2. EXTRACCION

La tecnologia de extraccion liquido-liquido con isopropanol se utiliza para la rehabilitacidn
y disposicion de las aguas de rios contaminados con BPCs, incluso en aceites de transformadores
utilizando Furfural como disolvente de los bifenilos, el proceso se realiza separando una pequefia
cantidad del azedtropo en lugar de una gran cantidad de aceite, pero la adsorcién en camas
empaquetadas es mas efectiva (Baker, 1991; Cordero, 1994).

7.3.3. EXTRACCION SUPERCRITICA

Se han desarrollado trabajos sobre extraccion supercritica con CO, de BPCs. La fluidez
del liquido (tiempo de extraccién a volumen constante) en la extraccidn, estd en funcién de las
dimensiones del vaso de extraccidn, el tipo de fase de sorbente, la temperatura y la presién
aplicados (200°C y de 150 a 650 atm), por lo cual, es dificil generalizar sobre los resultados
obtenidos en cada extraccion (Chementator, 1993a).
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- El uso de fluidos supercriticos tiene gran potencial como método de destruccion de BPCs.
Con esta técnica la eficiencia de detoxificaciéon de compuestos organicos téxicos es del 99.9%
realizindose en pocos minutos; el proceso inicia cuando la temperatura de un liquido y un gas se
encuentran en equilibrio y las densidades de las dos fases llegan a ser indistinguibles, por lo tanto,
el "punto critico" de las dos fases son idénticas v la sustancia puede describirse como un fluido
tnico,

Los residuos organicos no polares como los BPCs son solubles en todas estas
proporciones y, en presencia de un oxidante como el oxigeno o peroxido de hidrogeno, pueden
reaccionar formando agua, diéxido de carbono y 4cidos organicos de cadena corta.

Su ventaja en comparacion con la incineracion, es que no emite residuos a la atmésfera
pero debido a las necesidades extremas de temperatura y presion del sistema, el proceso tiene un
lento desarrollo de implementacién debido principalmente a su elevado costo (Vander et. al.,
1992; Mendoza, 1994).

7.3.4, DESTILACION

La destilacién se usa principalmente para separar los BPCs del aceite del transformador;
obteniéndose fracciones de vapor del sistema por destilacién de vacio, los BPCs se separan a
presion atmosférica y temperatura ambiente evitando su transformacion térmica. La dificuitad del
método radica en la superposicion del rango de ebulticion de los compuestos (Mendoza, 1994).

7.3.5. OSMOSIS INVERSA

El proceso de 6smosis inversa se utiliza para soluciones acuosas a bajas concentraciones de
contaminantes, lo que los hace poco atractivo como método de tratamiento (Mendoza, 1994).

7.3.6. ADSORCION

La Compaiiia R.T.E., desarrollé un sistema que contiene neopreno como medio de absorcion,
la tasa de reduccion de BPCs estd gobernada por la recirculacion del aceite y por el fenémeno de
adsorcién/absorcion del proceso mismo; la eficiencia global de eliminacién depende de la
aromaticidad del aceite y los productos de oxidacién contenidos en el sistema. Su velocidad de
operacion es sumamente lenta y por lo tanto es su mayor desventaja.

7.3.7. MATRICES DE AISLAMIENTO

La estabilizacion comprende aquellas técnicas que reducen el peligro potencial de un
residuo mediante ¢l paso de sus elementos contaminados a su forma de menor movilidad,
solubilidad o toxicidad. La estabilizaciébn no cambia necesariamente su estado fisico, la
solidificacion no implica necesariamente una integracion quimica entre los residuos y los agentes
solidificantes, pero supone un enlace mecénico de los residuos dentro de la masa monolitica. La
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migracion de las sustancias contaminantes se ve reducida por la disminucién de la superficie
expuesta y/o por el aislamiento de los residuos en el interior de capsulas impermeables.

La estabilizacién-solidificacién de residuos es sensible al pH (frecuentemente critico), los
residuos pueden ser solidificados utilizando dos tipos de productos, por sorcién y agentes de
encapsulacion. Este proceso se utiliza para lodos aceitosos, residuos obtenidos por filtracién y
suelos contaminados por BPCs y otros contaminantes tdxicos. El método provee la limpieza para
sitios 0 zonas de entierro y descarga de residuos peligrosos, basicamente la técnica consiste en la
combinaci6n del contaminante liquido con una mezcla de cemento y la roca asi formada de BPC
se deposita en sitios de disposicion controlados,

El proceso Soliditech desarrollado por las Compariias Imperial Oil y Champion Chemical
Superfund, se utiliza para tratar suelos contaminados con Aroclors® 1242 y 1260; el proceso
mezcla el material contaminado con aditivos propios (cemento portland formulado por soliditech)
materiales puzolanicos (roca volcénica) y agua, en un reactor que “solidifica” los BPCs de forma
homogénea estabilizando el contaminante y disminuyendo la concentracién de los mismos; el
bloque asi formado tiene una gran resistencia a la exposicién ambiental y se pueden depositar en
sitios de disposicién controlados.

La Compariia ENERCO experimenté con un proceso de solidificacion utilizando carbén
activado para la captura de BPCs en los aceites de transformador en los lodos residuales,
transportando la masa solidificada a un sitio de disposicién controlado, sin embargo, a pesar de la
relativa facilidad de estos procesos, su eficacia no es tan satisfactoria para los residuos organicos
por su alto grado de filtraciéon (Mendoza, 1994),

7.3.8. PROCESO DE GASIFICACION

La Universidad de Columbia bajo 1a supervision de la U.S, EPA desarrolld el proceso
"Toxiplex" para la destruccion de compuestos orgénicos tdxicos muy refractarios como el
Askarel®, Este proceso, es una adaptacién del proceso de hulla simple de gasificacion de biomasa;
el contaminante es suministrado directamente dentro de una cdmara de combustion parcial con
gasificacién por medio de oxigeno y vapor con control de temperatura a 1,650°C; regulando el
oxigeno de acuerdo a la proporcién de vapor, de manera que el balance de la combustién
exotérmica parcial del carbdn, entre en reaccién endotérmica con agua gaseosa.

Los productos de la combustién son 6xidos de nitrégeno, metano, 4cido clorhidrico y CO,
que inciden en la incandescencia del lecho de carbén en donde se completa la gasificacion. El
tiempo de residencia en la cAmara de combustién parcial es de 50-1000 milisegundos, mientras
que el tiempo de contacto con el carbon incandescente es de 1 6 2 segundos en un rango de
1650°C a 15900°C dependiendo del gasto mésico. La temperatura de llama alta y el subsecuente
contacto con el carbén incandescente proporcionan una eficiencia superior al 97% de eliminacidn
de BPCs. Sus principales ventajas son: que evita la contaminacion a la atmésfera, no produce
toxicos, polvos o cenizas, evita la contaminacién del agua por filtraciones y su desventaja es que
no acepta gran variedad de compuestos tdxicos ademas de su alto costo (Freestone et. al., 1988).
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7.3.9. TECNOLOGIAS DE OXIDACION AVANZADA

Las tecnologias de oxidacién avanzada son procesos que implican generacion de radicales
muy reactivos. Los fundamentos basicos de tales procesos utilizan oxidantes fuertes (O,, H,0,,
fotones, electrones y combinaciones de ellos como por ejempio O,/UV, O,/H,02/UV, H,0,/UV
etc.) a temperatura ambiente para iniciar la oxidacion; existen también aquellos que utilizan
oxigeno molecular a temperaturas y presiones elevadas denominados procesos de oxidacion
himeda tanto en condiciones subcriticas como supercriticas (Mendoza, 1994).

7.3.10. FOTOLISIS

En presencia de radiacion UV se puede producir la fotdlisis de gran nimero de
compuestos orgénicos; sin embargo, la eficacia del proceso depende fundamentalmente de la
capacidad de absorciéon del sustrato y de la presencia de otros compuestos que absorben a la
misma longitud de onda.

Los procesos fotoquimicos para la destruccién de BPCs, PCDDs y PCDFs se inician con
una fuente de luz ultravioleta que causa una ruptura homolitica en e enlace C-Cl. El proceso de
descomposicién necesita una fuente permanente de hidrégeno disponible, en presencia de
metanol 0 hexano como donadores de hidrégeno efectivo. Una observacién importante es la
ruptura en la posicion "orto" del anillo; las radiaciones UV en el rango de 170-200 nm llevan
asociadas una mayor energia (704-598 klJ/mol) y son mas eficaces en la ruptura de los enlaces de
los compuestos organicos. Su principal desventaja es la formacion de PCDDs y PCDFs (Alford-
Stevens et. al, 1986b).

7.3.11. METODO UV/H,

Para eliminar el problema de formacidn de disolventes clorados existe un proceso patentado
que utiliza gas hidrégeno y una longitud de onda corta de radiaciones ultravioleta. Este sistema ha
sido probado en unidades de campo para la descontaminacion de aceites de transformador.
Durante la reaccion se producen bifenilos que la inhiben por lo que deben ser retirados
continuamente por destilacion, pero el proceso es efectivo para BPCs en aguas contaminadas con
un maximo de 350 ppm. Su principal desventaja, es que puede producir fotoproductos clorados
mas t6xicos que lo BPCs (Mendoza, 1994).

7.3.12. METODO UV/0, 0 UV/H,0,

La Corporacién Waste Research ha desarrollado el proceso "Ultrox"” que involucra luz
ultravioleta y ozono como catalizador en la oxidacioén de organoclorados en aguas industriales y
lodos de rios contaminados con BPCs. En este proceso, el agente oxidante es el ozono; este
método también se puede llevar acabo utilizando H,0, obteniéndose resultados similares. En
estos porcesos, las uniones carbon-halégeno se rompe antes que el resto de las estructuras sean
oxidadas y los dtomos de haldgeno aparecen en solucién como iones libres. La magnitud del
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efecto es mayor a bajas concentraciones (1 ppm). Su desventaja es la produccién de compuestos
clorados mas toxicos (Mendoza, 1994).

7.3.13. OXIDACION CON AIRE HUMEDO

El proceso de Oxidacion Wetox Hydrothermal para residuos orgénicos en presencia de
agua funciona al 99.99% a concentraciones de 600 mg/l de BPCs operando la reaccion a una
temperatura de 250 °C y a una presioén de oxigeno de 4.8 MPA. El proceso trabaja en un rango de
temperatura de 176°C a 344 °C, para soluciones muy diluidas y con alto indice de refraccién. Su
capacidad como tecnologia disponible es de 38 L/min (Chementator, 1993b; Lawrence y Tosine,
1976).

7.3.14, RADIACION GAMMA

La radidlisis con rayos Gamma y Beta de bencenos halogenados es muy similar a los
mecanismos de decloracién por reactivos organometalicos. Esta reaccion deja a la molécula de
BPCs en estado de radical libre altamente reactivo, debido a la ausencia de cloro, esio se debe a
que el electron generado en la solucién por la interaccién de una alta energia de rayos Gamma,
(en este caso una molécula del solvente) que posee alta afinidad a los dtomos de cloro del BPC.
La reaccién se lleva a cabo en cadenas en donde, los BPCs se estabilizan eliminando atomos de
cloro, hasta que eventualmente alcanza una configuracién estable, como el bifenilo o un polimero
hidroxilado (Cordero, 1995).

L

7.3.15. IRRADIACION DE ELECTRONES

El uso de aceleradores de electrones por medio del generador Vander Graff que declora
clorobencenos se utiliza también para BPCs. El punto principal de interés es el efecto de la
irradiacion de electrones de alta energia sobre las trazas toxicas de contaminantes persistentes en
lodos y aguas residuales en los cuales, se produce la transformacién de BPCs a compuestos
hidroxilados. Su principal desventaja es que solo trabaja a muy bajas concentraciones de BPCs
(Mendoza, 1994).

7.3.16. PARTICULAS BETA

La Universidad Simon Fraser ha realizado investigacién sobre la decloracién de BPCs
utilizando particulas Beta (2 MeV ¢) de estroncio Sr’° como fuente de radioactividad y varios
isdémeros de BPCs en aceites de transformador. Demostraron que la destruccion més eficiente se
lleva acabo en soluciones libres de oxigeno y conteniendo un donador de hidrégeno alcalino. Para
desarrollar la reaccion en cadena se requieren grandes cantidades de radiacion. Su desventaja es el
alto costo y el personal altamente calificado para la operacién (Mendoza, 1994).
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7.4. CONFINAMIENTOS EN SITIOS CONTROLADOS

El método consiste en el depdsito de los tanques con BPCs y material contaminados con ¢]
en vertederos controlados y supervisados por la US.EPA u organismo legislativo
correspondiente. Los depésitos en vertederos de residuos contaminados con BPCs estian
restringidos a casos muy concretos y bajo determinadas condiciones y para concentraciones de
menos de 500 ppm de BPCs. Este procedimiento sélo esta autorizado en los Estados Unidos y
algunos paises con legislacion al respecto; sin embargo, en algunos casos ha planteado problemas
de lixiviados y descomposicion del BPC a temperatura ambiente (CFR, 1990).

Resumiendo, son muy diversas las tecnologias de tratamiento fisicoquimico que existen
actualmente; sin embargo sus fimitaciones de aplicacién a bajas concertaciones de BPC y aitos
costos restringen su aplicacion.

Los métodos fisicoquimicos comunmente utilizados, transforman los BPCs en compuestos
mas féciles de tratar en procesos posteriores llegandose incluso a su completa eliminacion. Sin
embargo, apesar de que los trabajos de investigacion realizados en este campo son muy amplios, las
lineas de investigacion y desarrollo de tecnologias que se estin desarrollando son modificaciones de
las ya existentes con el fin de perfeccionar las técnicas en si, y las caracteristicas del producto final
asi como, hacer los procesos méas costeables.

Aun y con todos los métodos que se conocen actualmente, existe una creciente necesidad
de desarrollo de lineas de investigacion que conlleven a soluciones préacticas. Tales alternativas de
tratamiento, deberan estar elaboradas en la re-evaluacion de las propuestas ambientalmente
aceptables y el andlisis de toxicidad de los residuos generados de tal manera que permitan el
desarrollo de criterios de decision para determinar el grado de tratamiento en funcidn del costo;
estableciendo la frontera entre la sofisticacion y la utilidad del proceso.
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Un agente tensoactivo es una molécula que consta de una porcion hidrofébica unida a una
parte hidrofilica, la cual puede ser de naturaleza anibnica, catiénica 0 no iénica. Debido a la
naturaleza bipolar de dichas moléculas, los agentes tensoactivos tienden a congregarse entre dos
fases inmiscibles separadas por una tensién superficial particular, propiedades fisicoquimicas por
las cuales, son de gran utilidad potencial en la aplicacion de los procesos de descontaminacion
(Kosaric et. al., 1987).

8.1. ESTRUCTURA QUIMICA DE LOS AGENTES TENSOACTIVOS

Estructuralmente la porcion hidrofébica de la molécula consta de uno o més é4cidos grasos
de cadena larga, unida a un extremo hidrofilico como por ejemplo, una molécula de azicar,
derivados de ésteres, grupos funcionales de alcohol, lipidos neutros y grupos carboxilatos de
icidos grasos o aminodcidos (Laha y Luthy, 1992).

Ciertos grupos de agentes tensoactivos, alteran las propiedades de las superficies de los
compuestos sobre los cuales actian, afectando su carga superficial ¢ hidrofobicidad ademas de
saturar la superficic de los compuestos hidréfobos, para lograr ésto, es necesario realizar una
seleccion minuciosa y especifica del tipo de tensoactivo para aplicarlo a un compuesto en
particular (Rosemberg, 1986).

8.2. APLICACION DE AGENTES TENSOACTIVOS

Los agentes tensoactivos cationicos, generalmente se utilizan en los estudios del
rompimiento de la estructura de las membranas celulares debido a su intercalamiento entre las
bicapas de los fosfolipidos, solubilizando los lipidos y los constituyentes de las proteinas. Por el
contrario, los agentes tensoactivos no ionicos en general muestran menor actividad antibacteriana
y son susceptibles de ser biodegradados facilmente ya que pueden ser utilizados como fuente de
carbono (Laha y Luthy, 1992).

La aplicacibn de agentes tensoactivos en el tratamiento bioldgico de compuestos
orgdnicos hidrofobos, se debe principalmente a su capacidad para incrementar la
biodisponibilidad del contaminante haciendolo un poco soluble, por lo que han sido de gran
utilidad en sistemas de restauracion bioldgica de suelos y. reactores de lecho fluidizado,
favoreciendo por ende, la biodegradacion del contaminante (Doelman, 1994); sin embargo,
existen ciertos aspectos a considerar como son:

» La solubilizacién de los compuestos organicos hidrofébicos en soluciones acuosas con
tensoactivos s un fenémeno micelar, lo cual produce un ligero incremento de la solubilidad
del compuesto si se aplica a concentraciones menores a la formacién micelar critica lo cual
facilita ]a biodegradacitn del compuesto. (Laha y Luthy, 1992).
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» Laconcentracién micelar critica (CMC) del agente tensoactivo, es la concentracién a fa cual
las micelas empiezan a formarse. Las micelas son estructuras coloidales en las cuales la
porcién hidrofoba de las moléculas del agente tensoactivo estdn orientadas hacia la parte

> central del compuesto hidréfobo, con los grupos hidrofilicos orientados hacia la fase acuosa;
por lo tanto, la adicion de un agente tensoactivo a concetraciones superiores a la CMC, no

* mejora la disminucién en la tensién superficial y puede traer consigo ademas, la disminucion
e incluso inhibicion de la biodegradacion del compuesto hidréfobo va que existe un
incremento en la DBO debido a la presencia del agente tensoactivo (Ziengenfuss, 1987).

» La adicién de agentes tensoactivos puede llegar a ser toxica, debido al trastorno de las
membranas celulares provocado por su interaccién con los componentes estructurales
lipidicos y sus reacciones con las enzimas y proteinas esenciales para los sistemas
microbianos (Laha y Luthy, 1992),

» Sus efectos inhibitorios, estin relacionados con las interacciones fisioldgicas entre el micelo
del agente tensoactivo y los microorganismos, posiblemente a través de la complejidad del
material de la membrana celular ain sin producir trastornos de la estructura laminar de la
misma (Laha y Luthy, 1992).

8.3. RESTAURACION DE SUELOS CONTAMINADOS

La adicién de agentes tensoactivos al suelo, recientemente se ha sugerido como una
técnica innovadora para reducir la tensién interfacial y mejorar la fase de separacién de los
compuesto organicos hidrofobicos que se encuentran contaminando los suelos, facilitando su
movilidad y biodisponibilidad para ser transformados por los microorganismos (Laha y Luthy,
1992).

En los procesos de restauracion de suelos contaminados, los tensoactivos no idnicos
interactian con la materia orgénica del suelo de tres formas: 1) a través de las interacciones de las
superficies hidrofébicas; 2) entre las cadenas de los hidrocarburos de las moléculas del agente
tensoactivo y 3) en las regiones hidrofobicas de la materia orgdnica (Lahay Luthy, 1992).

El rango de biodegradacion de los BPCs en los reactores biolégicos depende ademas, de la
biodisponibilidad del compuesto la cual esta a su vez, en funcién de su solubilidad y transporte al
interior de la célula.

En resumen, actualmente existe un creciente interés en la aplicacion de agentes
tensoactivos en los procesos de tratamiento bioldgicos para mejorar la degradacién de los
compuestos organoclorados, ya que con la adicién del agente tensoactivo en los bioreactores, se
incrementa el rango de biodegradacién facilitando el transporte del compuesto a través de las
paredes celulares de los microorganismos.
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Por otra parte, la aplicacion de agentes fensoactivos en los reactores de biopelicula es uno
de los factores que influyen en la transferencia de oxigeno hacia la biopelicula, debido a la
adsorcion del agente tensoactivo sobre la superficie de la burbuja de oxigeno reduciendo su
tensién superficial, originando burbujas mas pequefias y por lo tanto, un éarea interfacial
especifica gas-liquido mayor para la transferencia de oxigeno. Sin embargo, los agentes
tensoactivos asi adsorbidos (especialmente las macromoléculas), tienen el inconveniente de
disminuir el coeficiente de transferencia de masas por la disminucién de la movilidad de la
burbuja en superficie y la formacién de una zona tensoactiva interfacial menos permeable
(Zamora, 1996); lo que se puede traducir, en una reduccion del rendimiento del proceso biologico
aunado a que bajo ciertas circunstancias, los agentes tensoactivos pueden ser también utilizados
por los microorganismos como fuente de carbono lo que origina que los microorganismos los
prefieran en lugar de atacar los compuestos contaminantes.
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9.1. GENERALIDADES DE LAS SUSTITUCIONES AROMATICAS

Las propiedades quimicas del bifenilo son muy similares a las del benceno. Se nitra y
halogena de modo tipicamente aromatico (Brewster y McEwen, 1963). El bifenilo experimenta la
sustitucién aromatica electrofila con mayor facilidad que el benceno, ya que el sustituyente fenilo
es activante y director a las posiciones orfo y para (Streitwieser y Heathcock, 1990).

La nitracion y la cloracién de bifenilo son reacciones irreversibles, comiinmente
denominadas sustituciones normales ya que no son influidas por la temperatura, por otras
condiciones de la reaccién, ni por factores de orden estérico. La sustitucién electrofilica, se
considera como un reemplazamiento de un atomo de hidrogeno del niicleo insaturado intacto, al
ser atacado por ion positivo, o un fragmento electrofilico equivalente. Las reacciones se llevan a
cabo en medios ionizados como soluciones de acido sulfiirico concentrado, o bajo la influencia de
catalizadores que favorecen la formacién de especies idnicas.

La escasa reactividad a la sustituciones de los haluros de arilo (grupo de compuestos a los
que pertenecen los BPCs), ha sido atribuida a la disminucién de la densidad electrénica de los

anillos aromaéticos.

Se considera que en los BPCs, los anillos bencénicos son hibridos que estabilizan la
molécula, lo que le proporciona caracter de doble enlace a la unidn carbono-cloro, asi estos dos
atomos se mantienen enlazados por algo mas que un sélo par de electrones y el enlace es méas
firme que si fuera una simple union. En esta unién, el cloro posee una carga positiva y en las
posiciones orfo y para con respecto al halégeno tienen una negativa. De aqui la escasa
reactividad se debe al efecto de disminucién de la densidad electrénica en ambos anillos; ésta
estabilidad incrementa la E,q; para el desplazamiento, por lo que disminuye la velocidad de
reaccion de una segunda sustitucién con otro grupo diferente.

La conversién del anillo bencénico en ion bencenio implica una pérdida de la
aromaticidad y por lo tanto es endotérmica. Reciprocamente, la eliminacion de un protén del
itomo de carbono (sp3 )del ion da lugar a la recuperacién de la aromaticidad de manera
exotérmica (Weininger y Stermitz, 1988). La estabilizacién de la moiécula por la resonancia
comprende las estructuras de Kekulé en los que el carbono que contiene el halégeno, presenta
hibridacién de solapamiento de los orbitales sp? y el enlace con el halégeno resulta més corto y
fuerte y 1a molécula més estable, lo cual dificulta la ruptura del enlace G— Cl.

Al introducir un grupo nitro (NO,) en un bifenilo policlorado, la nueva sustitucién
electrofilica en los anillos del bifenilo se efectiia tipicamente como en los sistemas aromaticos,
por lo tanto, la nitracién transcurre segiin el mecanismo electrofilico i6nico.

La facilidad con que se efectiia las reacciones de sustitucién electrofilica depende en gran
parte de la presencia de ofros sustituyentes que existan previamente en los anillos. Cuando un
bifenilo que se somete a una reaccién de sustitucién contiene mas de un radical, la posicién
relativa y la naturaleza de los diferentes grupos de sustitucion presentes, pueden determinar un
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efecto antagdénico o una accidn sincrénica sobre el curso de la reaccién de la nueva sustitucién.
Sin embargo, cuando un hal6geno se une directamente a uno o ambos anillos, estos compuestos
presentan una quimica especial tanto en los métodos de preparacion como en su reactividad y la
influencia de activacién o desactivacién de un nuevo sustituyente sobre los anillos de bifenilo, se
atribuye a un efecto inductivo que puede operar en dos direcciones distintas. Los 4tomos de cloro
por ser sustituyentes con pares de electrones libres poseen la excepcional propiedad de transmitir
una influencia activadora a las posiciones orfo y para y por regla general, la sustitucién para
predomina en sobre la orto, pero a la vez ejercen un débil influjo desactivador sobre el aniilo,
debido al efecto inductivo que se transmite a través de los orbitales o.

La magnitud y direccién de desplazamiento de los centros eléctricos de tos dtomos de
cloro y nitro dirigentes estd dada por las medidas de sus momentos dipolares 1,56 D y 3,97 D
respectivamente, se debe tomar en cuenta entonces que ¢l momento dipolar es la suma de ambos
valores, lo cual indica que los sutituyentes colocados en posiciones opuestas del anilio cooperan
en la produccion de un desplazamiento electrénico en la misma direccién de la molécula.

Con [a infroduccién de - un grupo nitro, el punto de ebullicién del cloronitrobifenilo
formado aumenta mucho més de lo que corresponderia al incremento sufrido por el peso
molecular (120 a 130 °C para los nitroderivados del benceno). 1,2-o-nitrobifenilo 37 °C P.F. y
320 °C P.E. y para él para 1,4-p-nitrobifenilo 114 °CP.F, y 340 °C P.E. (Fieser y Fieser, 1960).

El mecanismo de la nitracién comprende el ataque del i6n nitronio (NO2™) sobre los
electrones m del anillo bencénico y la formacién de ion bencenio (Figura IX-1). La pérdida
posterior de un protén del carbono que sostiene al grupo nitro da lugar al anillo nitrado (Weiniger
y Stermitz, 1988), de tal forma que el grupo nitro se une al anillo a través del 4tomo de hidrégeno
cargado positivamente, con la carga negativa deslocalizada sobre ambos atomos de oxigeno:

Fig. No. IX-1.- Mecanismo de nitracién del bifenilo (Weininger,1988)
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Las condiciones empleadas- en-la.teaccion de nitracion suelen ser muy drasticas, pero
pueden modificarse a voluntad regulando ia temperatura y la concentracién del reactivo, de tal
forma que, ciertas nitraciones pueden efectuarse utilizando 4cido nitrico fumante (8=1,52 g/ml).
En la reaccién se libera agua que diluye el acido nitrico empleado: ArH + NO,OH —» Ar NO, +
H,O, con el objeto de compensar esta pérdida de eficacia a medida que progresa la reaccion, se
utiliza una mezcla de 4cido nitrico y acido sulfilrico (mezcla sulfonitrica) que absorbe el agua
formada durante la reaccién. Sin embargo, ciertas nitraciones se realizan muy bien en solucion
acética (con acético glacial que absorbe agua); incrementado su eficiencia, si €l acido acético se
sustituye por anhidrido acético, en cuyo caso el verdadéro agente nifrante es el nitrato de acetilo,
CH,COONO, y la nitracién de uno de los anillos clorados rinde alrededor de 30% o-
nitroclorobenceno y 70 % de su isémero para.

El caricter consistentemente electrofilico del grupo nitro atacante, proporciona una
indicacién de que la polaridad desempefia un papel dominante en las sustituciones; otra
indicacion es que el grupo nitro tiene una influencia desactivante de fos reactivos electrofilicos,
puesto que contiene atomos clave en un estado polarizado; una posible segunda sustitucién
ocurriria tedricamente en la posicién meta del anillo pero resulta més facil de nitrar el otro anillo

arématico.

La presencia de los grupos nitro, en las posiciones orto o para con respecto al halégeno,
incrementan la reactividad de la molécula para sustituir los cloros presentes y convertirlo en otro
compuesto y a medida que aumenta el numero de grupos nitro con respecto a la sustitucion de los
atomos de cloro en las posiciones orto y para de ambos anillos, se incrementa su reactividad; la
importancia de este proceso, radica en que los 4dtomos de cloro del nitroclorobifenilo son mas
facilmente reemplazables que los atomos de halégenos, en un anillo no nitrado. El mecanismo del
desplazamiento del halégeno es debido probablemente al ataque de alglin ion negativo u otro
agente nucleofilico por un lado de la molécula. La baja densidad electronica en el nucleo
aromatico del anillo clorado y nitrado en posicién para evidenciado por su momento dipolar (2,5
D), determina su fuerte atraccién de donadores de electrones (bases); de aqui, que el dtomo de
halégeno pueda ser reemplazadoe por otros grupos bésicos. Este efecto, se magnifica en los anillos
clorados di y trinitrados, éstos altimos muy poco probables en cuanto a formacién por motivos
estéricos y de inactivacion.

9.2. PROPIEDADES DEL GRUPO NO,

Una propiedad fundamental del grupo nitro, es su polaridad debido al caracter idnico de la
quinta valencia del nitrégeno. El grupo nitro, es muy estable frente a muchos reactivos; por lo
general es inerte a los 4cidos y a la mayoria de los reactivos electréfilos por ello, puede estar
presente en el anillo aromatico cuando se efectian reacciones con este tipo de reactivos. La
reaccion mas importante del grupo nitro en los compuestos aromaticos es la reduccién, pero el
producto de reduccion depende de las condiciones de reaccidn utilizadas (Streitwieser y
Heathcock, 1990).
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Muchas de las propiedades del grupo nitro pueden interpretarse con base en un hibrido de
resonancia de dos estructuras de Lewis. Los dcidos de Lewis estan deficientes de electrones y son
capaces de aceptar un par de ellos (Weininger y Stermitz, 1988). Asi, el 4cido reacciona con los
reactivos generando especies electrofilas que son las que atacan realmente al anillo Figura IX-2.

s ) o p o'
CGH5__CGH5_“ +N -‘_’ CBHS_— C5H5—+N - CGH!,_-' C3H5L+N
o 0 N o2

Fig. No. IX-2.- Estructuras resonantes del grupo nitro (Weininger, 1988).

En estas estructuras, se observa que el grupo O—N-—O posee un sistema r tipo anibnico
alilico. La estructura del ion nitronio ha sido determinada por espectroscopia y es andloga a la del
biéxido de carbono (compuesto isoelectrénico). La molécula lineal es un potente reactivo
electrofilo (Streitwieser y Heathcock, 1990):

O=N 1t=0 jon nitronio

El proceso de nitracién directa, cuando se realiza con mezclas de dcidos nitrico y acético o
anhidrido acético constituyen un método satisfactorio para preparar derivados mono- y dinitrados.
Cuando se utiliza una mezcla de acidos nitrico y sulfirico (mezcla sufonitrica) se establece un
equilibrio en el que estan presentes muchas especies, una de ellas, es el ion nitronio (NO,"); esta
especie produce la mezcla de los 4cidos a través de un proceso en el que el acido sulfirico actia
como 4cido y el nitrico como base de Lewis:

H3804 + HONO2ey HYOTNO) + HSO4

H>OtNO) + H2804ey H30T + NOT + HSO4f

2H2S04 + HONO; «» H30" + NOT + 2HSOf

La teoria electrénica moderna de orientacién en la sustitucién aromdtica electrofila,
comprende una evaluacién del efecto del grupo nitro sustituyente sobre las energias relativas de
los estados de tramsicion de tipo cation pentadienilico, para que se efectiie la reaccién de
sustitucion en las diferentes posiciones posibles. Cuando el ion nitronio reacciona con uno de los
anillos del bifenilo se produce el catién pentadienilo intermedio (figura IX-3) (Streitwieser y
Heathcock, 1990). La reaccion tiene lugar sobre el nitrégeno en lugar de sobre el oxigeno:

P p——— H O (ﬁm 77 /H
N \‘>---. / . / o .
L__ \;_" _ji e FF e %_“ j \ /X‘\ r—-//o __I;I_>Q\ L< '—NO, + H
N7,
Nogm

Fig. No. IX-3.- Ataque del ion nitronio al bifenilo (Streitwieser, 1990).
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9.3. CARACTERISTICAS DE LA NITRACION DE BIFENILOS

Son reacciones irreversibles.

Son sustifuciones electréfilas arométicas normales.

Las condiciones empleadas en la reaccién de nitracién suelen ser muy drasticas, pero
pueden modificarse regulando la temperatura y !a concentracion del reactivo (Fieser,
1960).

Los bifenilos se nitran con facilidad utilizando mezclas de acidos nitrico y acético o
anhidrido acético (figura IX-4). También se pueden utilizar otros agentes nitrantes como fetra-
fluoroborato de nitronio, pero requieren de condiciones muy especiales. Cuando la reaccion se
lleva acabo con una solucion de mezcla sulfonitrica, el agente nitrante activo es el ion nitronio
(NO2™), cuya existencia se establece por el grado de la disminucién del punto de congelacién al
acido sulfurico al afiadir acido nitrico. La disminucion es exactamente cuatro veces mayor que la
de un soluto ideal, lo que significa que se producen cuantitativamente cuatro iones,
correspondientes a la siguiente reaccion (Beyer y Walter, 1987).

NO3H + 2804H7 — NO»t + H30Y +2504H-

Los estudios cinéticos de la reaccién de nitracién como toda sustitucion electréfila, han
demostrado que el paso que determina la velocidad de la reaccién es dimolecular y depende de la
velocidad de las concentraciones del grupo nitro y del bifenilo (reacciones S;%). (Beyer y Walter,
1987). El hecho de que el aumento en la polaridad del disolvente no incremente la velocidad de
sustitucion, indica que durante el paso que determina la velocidad de reaccion ni se crean ni se
destruyen cargas ionicas, comprobado por la formulacion de la reaccién en un proceso
bimolecular de dos pasos (Fieser y Fieser. 1960).

H
e — . __.. NO - o
== oeNo, = S0 HSO;  —
- —» S K _— ! o~ — NO, + H,80,
o lento _ -~ — q rapido - —

Fig. No.IX-4.- Mecanrismo de nitracion del bifenilo (Fieser, 1960).

La mezcla sulfonitrica, tiene la misién de mantener la concentracion del HNO, en ellas. Asi, el
H,SO, ira separando el H,O a medida que se produce evitando la dilucién del HNO,:

CeHs5—CgH5 + HONOy —» CgHs—CgHs5-NO» + Hy O

En la etapa final, el H,SO, funciona como de aceptor de protones, sin embargo en la reaccion, el
papel principal del acido sulfiirico no consiste en la eliminacién de agua sino en catalizar la
protonacion del acido nitrico a ion nitroacidio H,NO," el cual, pierde agua y genera al ion nitronio
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(Barlet y Pierre, 1970); asi el 4cido nitrico proporciona a la reaccién un protén catalizador segtin
el siguiente equilibrio (Hart et, al, 1995):

H—O0SO3He s HY +-0SO3H

El anélisis sencillo de la reaccién de nitracién se inicia con la introduccién del ion nitronio
deficiente de electrones al anillo, dando por resultado un catién pentadienilico intermedio que
pierde un protén y da origen al producto bencénico nitrado (StreitwieserHeathcock, 1990). En el
mecanismo de la reaccién, el ion nitronio ataca de forma electréfila al nucleo aromaético y se une
a él a través de un complejo = y a partir del ion carbenio se separa un protén, obteniéndose el
anillo nitrado, con regeneracion del sistema aromético (Morrison y Boyd, 1990). Es decir, como
el ion nitronio necesita electrones, los encuentra particularmente disponibles en la nube = del
anillo, de modo que en el paso répido de la reaccién, se une a uno de los carbonos por medio de
un enlace covalente generando el carbocation llamado ion becenio (en el anillo de BPC) (Figura
[X-5):

Ion bencenio /H
CoHs ™ "CgH5
NO;

Fig, No IX-5,- Estructura de lon bencenio (Morrison, 1990).

La estructura de este carbocatién, se representa por tres estructuras que sélo difieren en la
ubicacién de los dobles enlaces y de la carga positiva y por lo tanto, el verdadero ion es un
hibrido de resonancia de estas tres estructuras, lo que significa que la carga positiva no se
encuentra localizada sobre un sélo atomo de carbono sino que esté distribuida sobre la molécula 'y
por el fendémeno de resonancia este ion es més estable (Morrison y Boyd, 1990); en la figura IX-6
la linea de puntos, representa enlaces parciales debido a los electrones n deslocalizados:

— = H et — e H = —=, H
; 0 / \ / 4ot )\/ - / \5-\/ i /‘ 0
! Y Iy N Y ‘\\‘ 1/ i \
— N S N N No, /A NO, _— \;"; N
‘0 o
Fig. No. IX-6.- Estructuras resonantes del bifenilo nitrado (Morrison, 190) Carbocatién Resonante

La nitracién en solucién acética consta también de dos pasos, el mas lento de los cuales es
la formacidn del ion nitronio (Fieser y Fieser, 1960):

NO3H + NO3He» NO3H2*t + NO3- -
NO3Hyt . lento NO2* + Hy0

La técnica de nitracién, se lleva acabo en recipientes de material antidcido o en acero
inoxidable provistos de dispositivos que permitan una répida refrigeracién y calentamiento (para
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el control de la velocidad de reaccién). con agitacién continua para mantener emulsionado el
compuesto. La refrigeracion es necesaria debido al gran desprendimiento de calor producido por
la nitracion y la absorcioén de agua formada por el H,SO,. La temperatura debe mantenerse baja
en un rango de 40 a 50 °C para evitar la accion oxidante del acide nitrico.

9.3.1. SUSTITUCIONES ELECTROFILICAS MULTIPLES DE LOS ANILLOS
DEL BIFENILO

El mecanismo de la sustitucién aromadtica electrofila consiste en la combinacion de una
especie positiva o electréfila con un par de electrones 7 de los anillos para formar un intermedio,
que posee una estructura de catién pentadienilico; con estados de transicién semejantes al catién
pentadienilico al que finalmente da lugar, por tanto, los factores que modifican la energia relativa
o estabilidad de este cation intermedio, también afectan de modo sustancial aunque en menor
proporcién a la energia relativa o estabilidad del estado de transicion (Weininger y Stermitz,
1988; Streitwieser y Heathcock, 1990). Ahora bien, un sustituyente situado previamente sobre el
anillo (en este caso los atomos de cloro) afectaran la posicion de todos los sustituyentes que se
introduzcan posteriormente (grupos nitro) de dos maneras (McMutry, 1994):

a).- Influyen en la reactividad del anillo aromatico.
b).- Influyen en la orientacion de la reaccion.

9.4, REACTIVIDAD DE ANILLO AROMATICO

En principio, la determinacion del efecto de los 4tomos de cloro sobre Ia reactividad y
orientacién de la sustitucién del nuevo grupo nitro en el anillo esta en funcién de la velocidad
relativa de reaccion y la diferencia en la velocidad de formacion de los carbocationes, esta
determinada por una diferencia en E,, es decir, por una diferencia en la estabilidad de los estados
de transicidn; asi, los factores que estabilizan al ion por dispersion de la carga positiva deben
estabilizar por la misma razon, al carbocatién incipiente del estado de transicion, Es decir, por
una parte los atomos de cloro unidos previamente a los anillos afectan la estabilidad del
carbocation, dispersando la carga positiva debido a su naturaleza de atraccion de electrones por lo
cual, desestabilizan al carbocation desactivando al anillo. En cambio, una vez introducido el
grupo nitro, éste ejerce un efecto inductivo de atraccion de electrones lo que tiende a intensificar
la carga positiva desestabilizando al carbocation y haciendo que la reaccién sea mas lenta
(Morrison y Boyd, 1990).

La sustitucion electrofilica del grupo nitro en los BPCs (figura IX-7), se lleva a cabo en
dos pasos: el electrofilo se une a uno de los atomos de carbono del anillo mediante dos electrones
n, formando un enlace 6. Este carbono adquiere una hibridacién sp3; y el anillo actiia entonces
como un donador de electrones n (como un nucledfilo), hacia el grupo nitro electrofilo. Durante
esta reaccion del anillo bencénico, el cation pentadienilico intermedio pierde un protén y en esta
reaccién se regenera el complejo ©t aromatico (Streitwiesery Haethcock, 1990). El carbocation
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resultante es un ion bencenonio, en el cual la carga positiva se deslocaliza por resonancia, sobre
los carbonos orto y para al que esta unido el atomo de cloro; es decir, orto y para al 4tomo de
carbono con hibridacién sp3 (Hart y Hart, 1995).

Por consiguiente, en el primer paso que generalmente es lento, se pierde energia de
estabilizacion (energia de resonancia) del anillo aromético, debido a la destruccidn del sistema
aromatico 7 que es el que determina la velocidad de sustitucion. Esta destruccion causada por la
adicion del electréfilo a uno de los carbonos del anillo, requiere energia y un electréfilo fuerte
(Hart y Hart, 1995).

En el segundo paso se recupera la energia de resonancia aromatica por la perdida de un
proton y el proceso es sumamente rapido:

Pérdida de o P { Restablecimiento .. .., N
M ST R
) 4+ . }_.u\+ Y e ~NO,+H
o oAy
. :" Nt N YT NOz JR— —_—
0 Aromaticidad de Aromaticidad

Fig. No. IX-7.- Sutitucion electrofilica del bifenilo (Hart,995).

Ahora bién, el cation pentadienilico estabilizado por resonancia, suele representarse
empleando una linea de puntos para indicar que la carga positiva se deslocaliza sobre las tres
posiciones indicadas en las estructuras de resonancia (figura IX-8) (Streitwieser y Heathcock,
1990); y la velocidad de sustifucion completa, esta determinada por la union lenta del reactivo
electrofilico al anillo aromatico para formar el carbocation que, una vez generado, pierde
rapidamente un ion hidrégeno (proton) para dar el producto por consiguiente, ésta es la etapa que
determina la velocidad. Sin embargo, puesto que no implica la ruptura del enlace C—H su
velocidad y en consecuencia la de todo el proceso, es independiente del isdtopo especifico de
hidrogeno presente (Morrison, y Boyd 1990) de éste modo, la sustitucién se considera completa
cuando el 4tomo de carbono sp3 al que se unié el electrofilo pierde un catién (Hart y Hart, 1995).

Por otra parte, la direccién y magnitud de los desplazamientos eléctricos se debe a los
momentos dipolares del anillo clorado (1,56 D); los momentos dipolares de los BPCs son
excepcionalmente pequefios; ya que son moléculas no polares y el desplazamiento de electrones
hacia ¢l elemento mds electronegativo hace relativamente negativo al halégeno y relativamente
positivo al carbono (Bartet y Pierre, 1970).

Los electrones © méviles de los anillos y del doble enlace carbono-carbono deberian ser
facilmente desplazables sin embargo, debido a la resonancia en las estructuras que contienen
atomos de cloro doblemente enlazado hay una carga positiva en el halégeno y una negativa en el
carbono, estas estructuras tienden a oponerse al desplazamiento normal de electrones hacia el
halégeno, en la medida en que contribuyen a los hibridos.

Por otra parte, un carbono con hibridacién sp? es de hecho un 4atomo muy electronegativo
por que su tendencia a donar electrones al cloro es muy escasa. Asi, el efecto inductor de los
4tomos de cloro que se deduce de sus momentos dipolares explica la influencia desactivadora del
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sustituyente es decir, el hecho de que: faciliten o dificulten la entrada de nuevos sustituyentes,
pero no explica la orientacion de los mismos (Fieser y Fieser, 1960),

Sin embargo, puede encontrar una explicacién a este hecho, en la determinacién por
difraccion de electrones de las distancias interatomicas del enlace C~—Cl en el anillo clorado que
es de 1,70 A lo que parece inferitle cierto caricter de doble enlace debido a un efecto de
resonancia por lo cual, el anillo clorado se considera como un hibrido de resonancia de 4

estructuras:

Fig, No IX-8- .- En la estructura compuesta, resultante las mezclas de todas las formas anteriores, el haldgeno esta
unido al anillo por un enlace que participa simultdneamente del cardcter de simple y de doble y por consiguiente
aparece como intermedio entre ambos, tanto en longitud como en fuerza de combinacion (Fieser, 1960).

9.4.1. ORIENTACION DE LA SUSTITUCION ELECTROFILA DEL GRUPO
NITRO

Los dtomos de cloro son sustituyentes de primer orden saturados en el punto de enlace con
el nicleo y dirigen la entrada con preferencia al segundo sustituyente a las posiciones orfo y para,
con mayores rendimientos de los derivados en para. La velocidad de sustitucion y el lugar de la
segunda sustitucion electrofilica (nitracién) en los anillos depende decisivamente de Ia
interaccion del primer sustituyente en los anillos. Esto se puede describir mediante los efectos que
disminuyen la densidad electronica del anilio (Beyer y Waliter, 1987):

Efecto I.- Los atomos de cloro, como consecuencia de la mayor electronegatividad de sus
dtomos unidos al atomo de carbono de los anillos, atraen a éi los electrones y ejercen por lo tanto
un gfecto inductivo de disminucién de la densidad electronica del anillo (Beyer y Walter, 1987).

Efecto M.- En la mayor parte de los casos, al efecto I- se presupone un segundo efecto,
que se origina como consecuencia de la participacién de pares de electrones aislados o electrones
n de dobles enlaces de los sutituyentes en la mesomeria del anillo. Esta interaccion se denomina
efecto mesomero que segin la naturaleza de los sustituyentes, actia aumentando o disminuyendo
la densidad electronica del anillo por lo tanto los anillos previamente clorados poseen un efecto
M+ ya que el atomo del sustituyente unido directamente al anillo posee al menos un par de
electrones aislados con lo cual aumentan la densidad electrénica, y cuanto mis es la
electronegatividad del atomo unido al anillo tanto mas dificil es positivarlo. Sin embargo, en la
introduccién de un grupo NO, tanto el efecto mesémero como el inductivo actian a la vez.
Ambos pueden estar dirigidos en el mismo sentido y conducen en definitiva, a una disminucion
de la densidad electronica del anillo, que es la responsable de la velocidad de sustitucion
electrofilica y no es ficil decir a priori cual de los dos efectos predomina en un caso particular por
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ejemplo, Ja segunda sustitucion electrofilica (nitracion) del BPC se produce mas despacio que la
cloracién (primera sustitucién) del bifenilo debido a que el atomo de cloro como consecuencia de
su elevada electronegatividad, posee un fuerte efecto I-, parcialmente compensado por su pequefio
efecto M+, de tal forma que el anillo se empobrece de electrones. Y asi, una vez introducido el
grupo nitro en el anillo, ambos efectos (I- y M-) actilan desactivando el anillo y dificultardn la
entrada de un tercer reactivo electrofilo,

Con esto, aparentemente queda explicado el efecto dirigente del primer sustituyente
(atomos de cloro), de tal forma que por su efecto M+ se incrementa la densidad electrénica de las
posiciones orto y para de los anillos del bifenilo que resultan activadas para ¢l segundo ataque
electrofilico (nitracién). Sin embargo, esta interpretacion no es del todo correcta ya que la
distribucion electrénica se refiere al estado fundamental de la molécula y para el transcurso de la
reaccion, es decisiva la distribucion electrénica en el estado de transicién; en este caso, ¥ en
primera aproximacién, se puede considerar como tal el ion carbenio intermedio del complejo o
(formacién de un nuevo enlace con 5 carbonos en lugar de 6 debido a la deslocalizacion
electrénica con disminucion de la estabilidad aromatica) que se forma.

Ahora bien, la entrada del segundo sustituyente (grupo nitro) en las posiciones orto y para
respecto a los A&tomos de cloro dependen en primer lugar de que producto intermedio o que estado
de transicién sea energéticamente més favorable, de modo que los complejos &, en razén de su
polaridad, son esencialmente méds sensibles a la influencia de los sustituyentes polares que la
molécula en el estado fundamental (Beyer y Walter, 1987).

En resumen, el efecto inductivo asociado con los 4&tomos de cloro tienden a atraer los
electrones, lo que origina una densidad de electrones disminuida por todo el anillo
desestabilizando al carbocation y favoreciendo el ataque del grupo NO, aceptor de electrones que
reaccionara preferentemente en los centros de maxima densidad electronica, y en los anillos
clorados, tales centros estan situados en las posiciones orfo y para. Ademds de esto, el influjo
dirigente a orfo y para de los dtomos de halégeno puede interpretarse también como una
consecuencia del efecto de resonancia. Por induccion, los dtomos de cloro tienden a sustraer
electrones del anillo haciendo las sustituciones maés dificiles que en el anillo sin cloros pero los
centros relativamente aninicos de las posiciones ortfo y para en las estructuras resonantes de los
anillos clorados, representan los lugares mas vulnerables a la nitracién que los dtomos de carbono
en meta. Es decir, la direccién de la nueva sustitucion esta determinada por la naturaleza del
efecto de resonancia.

El efecto de resonancia en el bifenilo policlorado establece centros ricos en electrones en
las posiciones orfo y para lo que determina el curso de la sustitucién sin embargo, por su poder
de atraccién de electrones poseen también un efecto desactivante del anillo a la vez, por ejemplo:
en et 4-nitrobifenilo, uno de los anillos (A) esta desactivado por la presencia del grupo nitro, pero
el otro (B) no lo est4; por lo tanto, ¢l nuevo grupo se sustituye en las posiciones orto (2) o para
(4) del anillo B (figura IX-9) (Fieser y Fieser, 1960; Beyer y Walter, 1987).
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Fig. No.IX- 9.- Orientacidn de la sustitucion del bifenilo (Beyer, 1987).

Por ofra parte, la influencia desactivadora del anillo que también poseen los grupos nitro,
aunado a su efecto dirigente a la posicién mefa, desempefian un papel importante en la
introduccion de nuevas nitraciones en el bifenilo por lo cual, se puede concluir que la direccién
de las nuevas sustituciones (grupo NO,) es preferente, pero no exclusiva sobre las posiciones orfo
y para lo justifica la existencia aunque en pequeitos porcentajes de isémeros mera.

Los estudios realizados sobre los efectos de orientacién en la sustitucion aromética
electrofilica se han basado en el analisis de la influencia que los efectos estructurales ejercen
sobre la energia del estado de transicion, utilizindose el catién pentadienilo como modelo del
estado de transicion.

La introduccién de grupos NO, al anillo clorado, le confiere un efecto especial en el cual,
los 4tomos de cloro de la molécula son ficilmente labilizables por la presencia de dos grupos
nitro adyacentes. El mecanismo de ésta influencia labilizadora en las posiciones orto y para sobre
los atomos de cloro pueden atribuirse a la incompatibilidad de los centros positivos o pobres de
electrones, manifestado por resonancia con caracter atrayente de electrones del 4tomo de
halogeno; esto explica la susceptibilidad de los atomos de halégeno para ser desplazados por
reactivos anidnicos o por fragmentos negativos de tal forma que en la di-nitracién de un bifenilo,
el dtomo de cloro localizado en la posicién orto y el NO, en la posicién para de sélo un anillo, es
mucho maés reactivo que el sdlo anillo clorado y puede sustituirse nucleofilicamente con facilidad

por otros grupos.

Por estudios de las mezclas de nitracién de anillos bencénicos y otros compuestos se han
determinado y corregido estadisticamente la reactividad cuantitativa de la nitracion en diversas
posiciones del anillo; pero seria mayor la posibifidad de nitracién en la posicion para del segundo
anillo (Brewster, 1963). Tales valores son conocidos como “Factores Parciales de la Velocidad
de Nitracion” (Figura IX-10) que para un anillo clorado corresponden a:
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Fig. No, IX 10.- Velocidades de la nitracidn (Brewster, 1963)

Por estereoquimica, en la molécula los anillos del bifenilo son coaxiales y ambos nucleos
bencénicos pueden girar con relativa libertad alrededor del eje que une los 4tomos C—C,
basandose en esta configuracion de la molécula, puede anticiparse que esta rotaciéon quedard
estéricamente impedida por introduccién de sustituyentes mas voluminosos que el hidrégeno
(como lo es, el grupo nitro) y como consecuencia de ésto, ambos niicleos bencénicos no siempre
pueden estar situados en un plano como en el bifenilo, sino que forman un angulo entre si. Estas
conformaciones carecen de un centro quiral, pero poseen un eje quiral, de tal forma que estos
derivados del bifenilo pueden ser resueltos analizandolos como antipodas dpticos. (enantiomeros)
como sucede en la combinacidn de los 4tomos de cloro y nitro en las posiciones orfo del 6,6'-
dinitro-2,2"~diclorobifenilo (figura IX-11) (Brewster y McEwen, 1963; Streitwieser y Hetahcock,
1990):

NO; Cl Cl ON
7 " / s
/"_"_L‘_ f':_.u_\‘ — o
P, Wann WA e
N/ v v/
: N Eje quiral
Cl ON NO, Cl
Plano
especular

Fig. No IX-11.- 6,6 -dinitro 2,2 -diclorobifenilo (Streitwieser, 1990).

En los estudios realizado por Chaudhary y Albro (1978), sobre la nitracién de bifenilos, el 2-
nitro-3°,4,4" 5-tetraclorobifenilo se obtuvo con un rendimiento del 92,5% por nitracién del
3,3",4,4 -tetraclorobifenilo, utilizando una mezcla de dcido nitrico y anhidrido acético (figura IX-
12).

Cl Cl CI  NO

N R .
ST TN T
I e e
N/ N M_i

Cl

Fig, No.-IX-12.- 3,3°, 4,4 -tetraclorobifenilo  2-nitro-3'-4,4, 'S-tetraclorobifenilo (Chaudhary, 1977).
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De igual manera, el 4-nitro-4 clorobifenilo y el 6-nitro-4,2°3°4’5-pentaclorobifenilo (figura
[X.13) se obtuvieron al nitrar los BPCs correspondientes con mezclas de nitrato de amonio,
anhidrido triflior-acético y nitrometano en los estudios realizados por Donnelly et. al, (1987).

cl «a
, L4
c- - ~NO, ci— —Cl

- 7
No, C

Fig. No.IX-13.- 4-nitro-4 .clorobifenilo y 6-nitro-4,2°,3°,4°,5 -pentaclorobifenilo (Donnelly, 1987).

9.5. REDUCCION DE NITROCLOROBIFENILOS

9.5.1. AMINACION DEL ANILLO AROMATICO

En la nitracion aromatica estudiada anteriormente con la mezcla sulfonitrica, el grupo
nitro se puede reducir facilmente a amina en una secuencia sintética tipica:

Aromitico ——— P Nitroaromatico ———®{nimoaromatico.

Por reduccidn de los compuestos dinitroaromaticos se pueden obtener tres diaminas isoméricas de
posicion (Beyer y Walter, 1987). La reduccién catalitica es la mas utilizada ya que se lleva a cabo
en condiciones suaves, proporciona buenos rendimientos y no afecta a los otros grupos
funcionales. La reduccion quimica requiere de la eliminacion del 4cido empleado y de los
residuos de Hierro.

La reduccién de los grupos nitro por metales puede detenerse en estados de valencia
intermedios del nitrégeno, segiin la naturaleza del reactivo y pH del medio. La elevada capacidad
activante del grupo amino da lugar a polisustituciones y a veces, oxidacién del anillo aromético
(Weininger y Stermitz, 1988).

La reduccidn de nitrocompuestos aromaticos es €l método mas util para preparar aminas
porque utiliza materiales faciles de adquirir y genera aminas primarias aromaticas (Morrison y
Boyd, 1985).

En los compuestos aminoaromaticos el punto de fusién mas elevado se encuentra siempre en el
isdmero mas simétrico es decir, el isémero orfo que es el que tiene siempre el punto de ebullicion
mas bajo (Fieser y Fiser, 1960).

Las arilaminas son bésicas, el par electronico no compartido del nitrégeno puede unirse a
los acidos de Lewis, produciendo una sal de arilamonio. La fuerza bésica de una amina tiene una
relacion inversa con la fuerza icida de su ion amonio correspondiente. Sin embargo, son menos
basicas que las alquilaminas debido a que el par de electrones del nitrogeno esta deslocalizado
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por superposicién de orbitales con el sistema electrénico n del anillo aromético; por tanto, esté
menos disponible para formar un enlace., En términos de resonancia, las arilaminas estén
estabilizadas debido a las cinco estructuras de resonancias contribuyentes (McMurry, 1994)
(figura IX-14);

‘NH. +Nl‘lz 4NH'_' WHZ *NH,

Fig. No.IX14.- Estructuras de resonancia de las Arilaminas (McMurry, 1994).

Sin embargo, por protonacion se pierde la estabilizacién de resonancia, ya que solo son posibles
dos estructuras de resonancia para el ion arilamonio (figura IX-15):

+
‘NHi +NH3

Fig.No. IX-13.- Estructuras de resonancia del Arilamonio (McMurry, 1994).

Como resultado de ésto, la diferencia de energia (AG®) entre las formas protonadas y no
protonadas es muy grande por lo que las arilaminas son ligeramente bésicas. Ahora bien,
dependiendo de la naturaleza de los sutituyentes, las arilaminas sustituidas pueden ser mas o
menos basicas que la anilina. Como regla general, los sustituyentes que reducen la reactividad de
un anillo aromético hacia la sustitucion electr6fila (-C|, -NO,, -CN) también reducen ia basicidad
de la arilamina (McMurry, 1994).

La mejor manera de entender el efecto de los grupos sustituyentes sobre la basicidad de las
arilaminas consiste en observar los diagramas de energia de reaccién para el paso de la
protonacién de una amina. Los sustituyentes desactivadores hacen al anillo mas deficiente en
electrones, de este modo reducen la estabilidad del ién cargado positivamente. Asi, se observa un
AG® menor para la protonacién de una arilamina activada que para la protonacién de una
arilamina desactivada (McMurry, 1994). La disminucién en la basicidad de las arilaminas se
atribuye en parte al efecto inductivo, atrayente de electrones que ejerce el grupo fenilo
(Streitwieser y Hetahcock, 1990).

9.6, GENERALIDADES DE LAS AMINAS

Las aminas son derivados del amoniaco (NH,), en los que uno o mas de los dtomos de hidrégeno
unidos al 4tomo de nitrégeno se han sustituido por grupos atilo o alquilo (RNH,, R,NH y R,N);
generalmente actiian como bases de Lewis o como nucledfilos debido a las propiedades del par de
electrones no enlazantes sobre el atomo de nitrégeno, El efecto mas importante es la participacién
de este par de electrones en la resonancia del anillo aromatico (Weininger y Stermitz, 1988).
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En las aminas, el nitrégeno utiliza orbitales sp3 que se dirigen hacia los vértices de un tetraedro.
Tres de estos traspasan orbitales s de hidrégeno o carbonos, mientras el cuarto contiene un par de
electrones no compartidos, en consecuencia, las aminas son piramidales y tienen casi los mismos
angulos de valencia (Morrison y Boyd, 1985).

Como el amoniaco, Jas aminas son compuestos polares y pueden formar puentes de
hidrégeno intermoleculares. Las aminas aromdticas se oxidan ficilmente con el aire y con
frecuencia se les encuentra coloreadas por productos de oxidacién (Morrison y Boyd, 1985).

La quimica de las aminas est4d dominada por un par de electrones no compartidos del
nitrogeno; debido 2 este par las aminas son basicas y nucledfilas, reaccionan con acidos de Lewis
para formar sales acido/base y reaccionan con electréfilos en muchas reacciones polares

(McMurry, 1994).

Ademaés de su comportamiento como base, las aminas primarias y secundarias también
pueden considerarse dcidos extremadamente débiles, ya que sus protones N-H pueden sustraerse
por medio de una base lo suficientemente fuerte (McMurry, 1994).

9.7. METODOS DE IDENTIFICACION DE AMINAS AROMATICAS
9,7.1. IDENTIFICACION POR ESPECTROSCOPIA DE MASAS

En la espectroscopia de masas, la regla del nitrogeno establece que compuestos con
numero impar de atomos de nitrogeno tiene peso molecular impar. Asi, la presencia de nitrégeno
en una molécula se detecta simplemente observando su espectro de masa. Un ion molecular impar
generalmente significa que el compuesto desconocido tiene uno o tres atomos de hidrégeno; por
el contrario un ion molecular par, generalmente significa que el compuesto tiene cero o dos
dtomos de nitrégeno. La légica de esta regla, deriva del hecho de que el nitrogeno es trivalente y
en consecuencia, requiere un nimero impar de dtomos de hidrégeno en la molécula (McMurry,
1994)

9.7.2. IDENTIFICACION POR ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

Las aminas primarias y secundarias pueden identificarse por medio de espectroscopia
infrarroja. Las aminas primarias se identifican por la absorcion caracteristica de la vibracién de
tensién del enlace N-H que da lugar a una absorcién en el intervalo de 3300 a 3500 cm™ en forma
de un par de bandas en el espectro infrarrojo, debido a la vibracién de la tensién simétrica y
asimétrica de cada uno de los enlaces. Las aminas secundarias dan lugar a una sola banda en la
zona de 3350 cm™ pero con una intensidad muy débil (Weineger y Stermitz, 1988). Las aminas
terciarias no absorben en esta region puesto que no tienen protones N-H. Los alcoholes también
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absorben en este intervalo pero las bandas de absorcién de las aminas suelen ser més agudas y
menos intensas que las bandas de los hidroxilos.

Ademds de observar las bandas caracteristicas N-H, si la muestra contiene un grupo
amino, la adicién de una pequefia cantidad de 4cido mineral produce una banda de amonio ancha
e‘intensa en el intervalo de 2200 a 3000 cm'' ya que todas las aminas protonadas presentan esta
absorci6n facilmente observable causada por el enlace amonio R,NH" (McMurry, 1994),

9,7.3. {DENTIFICACION POR ESPECTROSCOPI4A DE RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR

Con frecuencia es dificil identificar las aminas utilizando sélamente la espectroscopia de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de H', debido a que los protones N-H tienden a
presentarse como resonancias muy anchas sin un acoplamiento bien definido con los protones C-
H vecinos, ya que la situacién es similar a la de los protones hidroxilicos O-H y al igual que
éstos, los protones N-H de aminas pueden absotber en un intervalo muy amplio, (8=2,2 a 2,6
ppm) y se identifican mejor por medio de la adicién de una pequefia cantidad de D,0 al tubo de la
muestra. En el cual, ocurre un intercambio de N-H por N-D, y la sefial de N-H desaparece del
espectro de RMN. Las fragmentaciones que experimentan las aminas en el espectrémetro de
masas tienen su origen en el ion molecular de la eliminacién de uno de los electrones no
enlazables del atomo de nitrégeno (Weininger y Stermitz, 1988).

Los protones en el carbono adyacente al nitrégeno se encuentran un poco desprotegidos
debido al efecto atrayente de electrones del nitrégeno, por tanto absorben a campo mas bajo que
los protones de un alcano.

En el espectro de RMN de C", los carbonos adyacentes a los nitrégenos de las aminas
estan ligeramente desprotegidos y absorben a campo aproximadamente 20 ppm méas bajo de aquél
al que deberian absorber en un alcano con estructura similar (McMurry, 1994).

En resonancia RMN puesto que el nitrégeno es mds electronegativo que el carbono, se
desapantallan los protones préximos al grupo amino. Los desplazamientos a campo mas bajo no
son tan pronunciados como en los alcoholes. Los protones unidos directamente al nitrégeno en las
aminas primarias y secundarias resuenan en una posicién de la regién comprendida entre § = 0.6
y 3.0 ppm. La posicién exacta de la resonancia depende de la pureza de la muestra, de la
naturaleza del disolvente, de la concentracién y de la temperatura a la que se realiza la
determinacion (Streitwieser y Heathcock, 1990).

Son muy pocas las reacciones que se conocen que permiten introducir directamente
sustituyentes en el nicleo aromdtico. La nitracion de los BPCs es una reaccién que no estd
influenciada por la temperatura, pero estd determinada por la influencia directriz de los dtomos de
cloros de la molécula y suele llevarse bajo condiciones drasticas que pueden modificarse a
voluntad regulando la concentracién y tipo de los reactivos utilizados en el proceso, dando por
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resuitado compuestos mono y dinitrados en posiciones para y orto los cuales pueden ser
facilmente reducidos con excelentes rendimientos a aminas primarias.

Una caracteristica importante de esta reaccion, es su comportamiento quimico labilizador
de los atomos de cloro vecinos al grupo nitro introducido con lo cual, las moléculas de BPCs
pueden ser decloradas reductivamente. Ademas una vez reducido a grupo amino, éstos pueden ser
facilmente sustituidos por grupos hidroxilos, requisito indispensable para la ruptura del anillo por
la accion de enzimas mono y dioxigenasas en los tratamientos biologicos, con lo cual, se facilita
grandemente la biodegradacion aerobia de la molécula. Por ésta razén, se considera factible que
al adicionar una molécula de nitr6geno en uno o ambos anillos de la molécula de BPC mediante
el tratamiento quimico, la molécula presente otra via de acceso para la ruptura de los anillos,
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El éxito de la biodegradacion de los BPCs depende del conocimiento detallado de las
interacciones entre las enzimas producidas por los distintos grupos de microorganismos, las rutas
metabdlicas de los subproductos generados y las caracteristicas fisicoquimicas de las molécula a
degradar para poder establecer las bases para el desarrollo de sistemas de biodegradacion
utilizando bioreactores con resultados satisfactorios.

Los compuestos aromaticos clorados entran por difusién pasiva a través de las membranas
lipidicas de pared celular de los microorganismos, como regla general, las reacciones bioquimicas
que suceden en ellas estdn catalizadas por enzimas. El metabolismo de los compuestos
aromaticos es tipicamente un proceso bifasico en el cual, el compuesto experimenta reacciones
bioquimicas de oxidacién, reduccién o hidrdlisis cominmente denominadas “primera fase de
reaccién” en las que se introduce un grupo funcional apropiado dentro de su estructura, por
ejemplo un grupo ~OH o -NH, para encadenarse con otra parte enddgena (principalmente del
reticulo endoplasmatico celular) en donde se realizan las reacciones metabélicas en un segundo
paso de conjugaciéon denominada “segunda fase de reaccién”; en algunos casos, se realiza la
conjugacién directamente, mientras los metabolitos de la primera fase son excretados (Dagley,

1994).

El éxito de la biotransformacion de los compuestos organoclorados depende del
metabolismo microbiano que a su vez se encuentra determinado por gran variedad y tipo de
reacciones enzimaticas e incluso, dependiendo de las caracteristicas del compuesto, éste puede
estar involucrado en varias rutas metabdlicas en las que participan diferentes tipos de enzimas
como cofactores por ejemplo NADPH o enzimas comunes de transferencia de electrones como
los citocromos b o bien, los complejos enzimaticos de ciertos mamiferos como los citocromos
P450 involucrados en el metabolismo de diferentes compuestos organoclorados (Reineke, 1988).

Por otra parte, [a presencia de los sistema de alta actividad enzimética en la biopelicula, es
un reflejo de la buena adaptacién de la biocenosis al sustrato lo cual facilita la determinacién del
rango metabolico de la poblacién microbiana por pruebas de determinacion enzimatica, las cuales
suelen ser excelentes herramientas para medir la actividad de la biomasa y determinar ademas, la
capacidad de degradacion de un compuesto especifico.

En estos sistemas, los compuestos aromaticos clorados se¢ transforman en compuestos de
menor peso molecular por la accidn de enzimas hidroliticas excretadas por la biocenosis,
subcompuestos que son asimilados por la misma biomasa y utilizados como fuentes de carbén y
energia durante el proceso metabolico (Nybroe et, al., 1992; Frolund et. al., 1995).

Las pruebas analiticas de enzimas mas importantes estan basadas en reacciones cataliticas
sobre un sustrato cromogeno, el producto puede ser detectado por ensayos fotométricos (Tueber y
Brosich, 1977) este tipo de prueba puede ser simplificado para reducir los tiempos de reaccion y
los complicados procedimientos de separacion (Holzapfel-Pschom et. al, 1988;) utilizados en
sisternas de biopeliculas (Gschobl et. al, 1996).
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Gran variedad de microorganismos aerobios realizan la hidroxilacion del anillo bencénico
utilizando oxigeno y facilitando la ruptura del anillo y las reacciones subsecuentes (Dagley,
1994); para ello, el oxigeno molecular se utilizan como aceptor terminal de electrones durante la
respiracin y para la insercion del grupo hidroxilo de activacién para el rompimiento de! anillo de
los compuestos aromaticos (Reineke, 1988).

10.1. FISION ANAEROBIA DEL ANILLO BENCENICO

Bajo condiciones anaerobias, la degradacién de anillo se lleva a cabo por medio de tres
tipos de reacciones secuenciales (Figura X-1); cada una de las cuales se inicia con la reduccién
del 4cido benzdico (1) a 4cido ciclo hexano carboxilico (2). En la ruta de reaccién principal (a)
caracteristica de ciertos cultivos puros de Pseudomonas sp, los dtomos de hidrégeno eliminados
de los metabolitos se transfieren anacrobicamente al nitrato y el Adenosin Trifosfato (ATP) para
tal crecimiento, lo proporciona el flujo de electrones a través de la cadena de citocromos (Evans,
1977). .
Existe ademas, otra ruta metabdlica (b) estudiada en la cepa fotosintética de Pseudomona
palustris que utiliza dcido benzobico anaerobicamente como tinica fuente de carbono; la reaccién
¢s esencialmente similar a la p-oxidacién de los 4cidos grasos, estos procesos anaerobios tienen
una importante contribucion en el ciclo del carbono debido a la resonancia por conjugacion de las
ligaduras insaturadas que son removidas por reduccién (Dagley, 1994).

En este tipo de reaccién, la deshidrogenacién y la adicién de agua seguida por una
segunda deshidrogenacién ocurre secuencialmente como en la ruta (a) pero en este caso, el
sustrato es la correspondiente ester-coenzima A; y concordando con esto, el anillo ciclo hexanona
se abre por ti6lisis en lugar de hidrdlisis; y.otra diferencia entre las rutas propuestas, es el paso de
descarboxilacion en la posicion 3-4 ¢l cual es exclusivo de la ruta (a).

El 4cido benzébico puede ser también convertido a metano via anaerobia por consorcios de
microorganismos en una tercera ruta “C” en la que se forman varios compuestos intermedios (2,
3, 4 y 5) utilizados como aceptores terminales de electrones dependiendo del microorganismo que
actiie; la hidrélisis y la deshidrogenacion rinden también 4cidos grasos libres en esta secuencia
sin embargo, es necesario que cierta proporcién de estos productos sirva como fuente de acetato
para aceptar hidrégenos en reacciones catalizadas por consorcios metanogénicos (Dagley, 1994).
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Fig. X-1.- Reacciones secuenciales propuestas para el crecimiento anaerobio a partir del 4cido benzéico. En cada
uno de los casos el anillo (1) es primeramente reducido a una estructura de ciclohexano (2). La secuencia (a) es
utilizada por ciertos bacterias desnitrificantes que transfieren los 4tomos de hidrégeno al i6n nitrato. La secuencia (b)
se realiza por Pseudomona palustris (fotosintética) la cual obtienen carbono por un proceso semejante a la B-
oxidacién de los Acidos grasos; ¥ 1a secuencia (¢), se realiza por microorganismos anaerobios que forman dcidos
grasos de cadena corta los cuales por aceptar los Atomos de hidrogeno transferidos, se convierten en metano por las
bacterias metanogénicas (Dagley, 1994).

10.2. RUPTURA AEROBIA DEL ANILLO BENCENICO

En la ruptura aerobia de los anillos de benceno (Figura X-2) el principal punto de
rompimiento (lineas punteadas) se inicia cuando el anillo se abre (1) y ¢l oxigeno se fija en el
producto de reaccién de dos modos diferentes para la ruptura (2) formando compuestos de
rompimiento en meta (a) y compuestos de rompimiento en orto (b), ambos catalizados por las
enzimas 4,5- y 3,4-dioxigenasas del 4cido dihidroxibenzbico (acido protocatéquico)
respectivamente.
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Fig. No. X-2.- Fisién de los anillos bencénicos catalizados por dioxigenasas. Los principales sustratos para estas
enzimas son los compuestos catecol (1); hidroxiquinol (2); 4cido protocatequico(3); dcido gentisico (4); acido
homoprotocatequico (5); y dcido homogentisico (6). Para la ruptura de un anillo bencénico en cada posicion (lineas
punteadas) se requiere la incorporacién de oxigeno en cada sustrato como se muestra en la reaccién catalizada por
las enzimas 4,5-dioxigenasa protocatequica (a) y 3,4-dioxigenasa protocatequica (b) (crawford, 1975).

Existe ademds, un tercer sitio de ataque del compuesto (3) conocido como fisién en meta
realizada por la enzima 2,3 dioxigenasa protocatequica de ciertas cepas de Bacillus sp. (Crawford,
1975) lo que demuestra que aiin y cuando un microorganismo puede abrir el anillo bencénico en
varios modos diferentes, debe elaborar distintas enzimas dioxigenasas para cada ocasidn.

La presencia de dos grupos hidroxilos situados apropiadamente es el prerrequisito para el
rompimiento del anillo; frecuentemente, estos dos grupos estan situados en carbonos adyacentes o
en posiciones para uno de otro (4 y 6) como en los 4cidos gentisico (4cido 2,5-dihidroxibenzoico)
y homogentisico. Una excepcidn a esta regla, es el rompimiento del anillo con un sole grupo OH
realizada por una cepa de Bacillus sp. que utiliza 5-cloro -2-hidroxibenzoato como fuente de
carbono en el cual, una enzima dioxigenasa lleva a cabo el rompimiento del anillo de una manera
similar a la del 4cido gentisico y en el que el cloro toma el lugar de un grupo hidroxilo en el
carbono 5 del gentisato (Crawford et. al., 1979).
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10.2.1. MECANISMOS DE REACCION PARA LA RUPTURA DEL
ANILLO

En general bajo condiciones aerobias, antes de que el anillo pueda abrirse es necesaria la
preparacién del micleo para la ruptura por introduccién de dos grupos hidroxilos. Esta reaccién
catalizada por enzimas flavoproteinas monooxigenasas (Dagley, 1994) involucra la reduccién de
los cuatro electrones del dioxigeno del cual, un 4tomo de oxigeno es adicionado al sustrato
aromdtico y el segundo atomo es reducido a agua a expensas de un nucledtido piridina reducido

(NADPH) (Ballou, 1982):
Aril—H + Oy + NAD(P)H + HE— 3 Ari-—OH + NADP)T + H0

Estas enzimas son muy especificas para el sustrato particular, por lo tanto la enzima 3
hidroxilasa que actiia sobre el 4-hidroxibenzoato es una enzima diferente de las enzimas 4-
hidroxilasa que actiia también sobre el 4-hidroxibenzoato y de la enzima 3-hidroxilasa que actiia
sobre el 4-hidroxifenil acetato (Ballou, 1982).

El ataque de la enzima monooxigenasa sobre el micleo bencénico, utiliza NADH para
generar ATP; por el contrario la reaccién de ruptura del anillo por si misma, ni consume ni genera
energia. En este paso, se asemejan a todas aquellas reacciones que siguen del rompimiento de la
cadena de carbono para formar eventualmente metabolitos del ciclo de Krebs en las cuales la
fuente potencial de energia para estas secuencia, utiliza enzimas deshidrogenasas dependientes de
NAD.

Existen diferentes tipos de reaccion que rompen los enlaces carbono-carbono después de
que el anillo ha sido abierto (figura X-3). La primera reaccion (1) esta catalizada por una enzima
aldolasa que actia sobre un sustratp que contiene grupos hidroxilo y ceto sustituidos en las
posiciones 1,3-; ésta es también, una forma estructural de la fructuosa 1,6-difosfato, sustrato de
las enzimas aldolasas mds utilizada en la glicélisis (Ballou,1994).

La segunda reaccion (2) muestra la hidrélisis de la 1,3-dicetona; la tercera reaccion (3) es
similar a aquellas reacciones catalizadas por las enzimas tiolasas de la B-oxidacién de los 4cidos
grasos en las cuales, la tioesterificacion confiere propiedades de carbonilo en el carbon
carboxilico del acido original.

La cuarta reaccién, (4) muestra la descarboxilacion de un B-cetoacido. Ahora bien, los
sustratos formados por la ruptura de los anillos bencénicos poseen dos cadenas etilénicas
conjuntas preparadas para la transformacion.

La hidratacién del compuesto de la ecuacion (5) proporciona el sustrato del compuesto de
la ecuacion (1) y siguiendo con la ruptura de la posicién orto del anillo de un compuesto catecol
se forma lactona, que actda sobre la hidrolisis del compuesto de ta ecuacion (6) rindiendo un B-
cetoécido, tioester que se puede romper por la coenzima A como el compuesto de la ecuacion (3).

La ecuacion (7) muestra la descarboxilizacién del acido 2-hidroxi cis- mucénico que
ocurre cuando hay transferencia de electrones, similar a los compuestos de la ecuacién (4),
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Fig.No. X-3.- Tipos de reacciones involucradas en la ruptura de los enlaces carbono-carbono de los sustratos
encontrados en el catabolismo de compuestos aromdticos (1) Ruptura Aldol; (2) hidrélisis de la 1,3-cetona; (3)
tiolisis de la coenzima A B-cetodcido; (4) descarboxilaci6n del B-cetodcido. Después de que el anillo ha sido abierto,
el sustrato estd preparado para: (5} Ia hidratacién de una cadena etilénica; (6) la hidrélisis de una lactona para dar un
cetodcido seguido por la esterificacidn con una coenzima A y eliminacién de CQ, o formato a partir del producto de

ruptura de un anillo bencénico (7} u (8) (Dagley, 1994),
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formandose un compuesto vinilo analogo al f-cetodcido por esta descarboxilacion. El compuesto
de la ecuacién (8), se considera como una reaccién poco usual por la cual, el formato o acetato se
elimina por hidr6lisis de los productos catecol o 3-metilcatecol del rompimiento en la posicién
meta. La descarboxilacién rinde entonces, un sustrato propio para la enzima de tal manera que los
sustratos formados por la ruptura de los anilios de benceno poseen dos dobles enlaces conjugados
que deben ser preparados para la transformacién por reacciones que introducen la forma
estructural de la fructuosa antes mencionada hidrolasa (Dagley, 1994).

10.2.1.1. RUTAS DE RUPTURA DEL ANILLO

De acuerdo con Dagley (1994), la transformacién del anillo bencénico se realiza por
medio de dos rutas metabdlicas con ruptura del anillo en las posiciones orfo o meta. En estos
procesos metabdlicos, la enzimologia de la ruptura en la posicién meta del icido protocatéquico
es totalmente distinta a la del acido homoprotocatéquico, que involucra diferentes enzimas
dioxigenasas y aldolasa. La ruptura en la posicién orte difiere ademas, en los tipos de reaccién y
las enzimas involucradas en ella.

La ruta de ruptura del anillo en la posiciéon meta, puede llevarse a cabo por diferentes
secuencias metabolicas; por ejemplo a) por medio de rutas oxidativas ¢ hidroliticas de los
compuestos catecol; b) por el metabolismo de los 4cidos 4-hidroxifenilacético, homoprotocatecol
y 4cido gentisico; ¢) a través del metabolismo del 4cido protocatequico por la enzima 4,5-
dioxigenasa y d) por medio del metabolismo del 4cido 3-O-metilgalico con formaci6én bioldgica
de metanol. Sin embargo, la ruta mas importante y mas frecuentemente utilizada es la primera.

10.2.1.2. RUTAS DE RUPTURA EN META

En este tipo de ruptura, la secuencia metabdlica de transformacién (Figura X-4) se inicia
cuando la enzima catecol-2,3-dioxigenasa oxida al catecol (1) a hemialdehido-2-hidroximuconico
que es metabolizado por dos rutas ya sea oxidativa o hidrolitica. La reaccién de hidrélisis elimina
el formato y rinde el acido 2-hidroxi-penta-2,4-dendico (8) mientras que la ruta oxidativa
involucra una isomerizacién previa a la descarboxilacién, rindiendo el mismo compuesto
intermedio anterior (8).

La prueba de esta isomerizacion, fue establecida por Collinsworth (1973), quien demostrd
que cuando el compuesto 4-metilcatecol (2) se transforma a través de esta enzima, se genera un
compuesto isdbmero cis del acido 2-hidroxihexa-2,4-diendico (9) formado como un metabolito; el
isébmero trans- que no es metabolizado, no se elimina por isomerizacién del doble enlace entre los
C-4 y C-5 y de este modo, permite la rotacion al C-5, proceso que no puede ocurrir por la
generacion del grupo metileno en el C-3 a través de la tautomerizacion del compuesto ceto-enol

(Dagley, 1944).

La ruta hidrolitica sirve para la transformacién de los compuestos 3-metilcatecol (4); 2,3-
dihidroxi-f-fenil propionato (5) y del 2,3-dihidroxi-p—cumato (6) este ultimo, producto de la
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transformacion cuando Pseudomona putida utiliza hidrocarburos tales como el p~-cimeno como
fuente de carbono (7) (DeFrank, 1977). La conversion de los compuestos (7) y (8) involucran
varios pasos de oxidacion de los compuestos metilo a carboxilo y la introduccién de dos grupos
hidroxilos por reacciones que involucran un compuesto cis-dihidrodiol; entonces, una enzima
dioxigenasa especifica (enzima d) para el compuesto 2,3-dihidroxibenzoato abre el anillo y ocurre
la descarboxilacion, la hidrélisis libera entonces isobutirato y forma el compuesto (8) de la
secuencia de rompimiento en posicién meta de los compuestos catecoles (Wigmore y Ribbons,
1980). El compuesto 2,3-dihidroxi-f-fenilpropionato (5) es un metabolito de los acidos cinamico,
hidroxicindmico y 2-hidroxihidrocindmico (dcido melilético).

Después de abierto el anillo, la enzima c succinato es liberada por hidrdlisis, y el
compuesto 3-metilcatecol es transformado por la misma enzima que Pseudomona putida utiliza
para los compuestos catecol (1) aunque la estructura del 3-metilcatecol puede impedir la entrada
de la ruta oxidativa.

Fig, No. X-4.- La figura acontinuacién muestra las rutas de transformacién meta de compuestos catecol (1); 4-
metilcatecol (2); 4cido protocatequico (3). Esta ruta, se lleva a cabo mediante cepas de Bacillus sp. mientras que
otras cepas de bacterias utilizan los compuestos 3 metil catecol (4); dcido 2,3-dihidroxi-B-fenilpropiénico (5); dcido
2,3-dihidroxi-p-cumico (6); y un metabolito de p-cimeno (7). Las tres rupturas del anillo las cataliza la misma
enzima “a” catecol 2,3-dioxigensa, Las enzimas b, ¢, y d son dioxigenasas diferentes. La ruta oxidativa que
involucra NAD se encuentra a la derecha y la ruta hidrolitica a la izquierda.
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En ciertas ocasiones, algunos microorganismo elaboran una enzima 2,3-dioxigenasa
especifica para el 4cido protocatequico (3) y son capaces también de utilizar enzimas de
rompimiento en la posicién meta de los compuestos catecol para su transformacién. La reaccién
final de esta ruta tiene una especificacién estérica de adicién de agua a los compuestos (8) y (9)
generandose ¢l compuesto L(S)-hidroxi-cetodcido y la ruptura aldol, produce piruvato més
acetaldehido o propionaldehido, productos que siguen siendo transformados hasta formar malatos
y piruvatos para entrar al ciclo de Krebs (Crawford, 1975).

10.2.1.3. RUTAS DE RUPTURA EN ORTO

Cuando los compuestos catecol y acido protocatéquico se transforman por la ruta de fisién
orto (Figura X-5), la estrategia metabdlica utilizada que se utiliza es la introduccién de un atomo
de oxigeno en una posicion determinada de la cadena por lactonizacion en lugar de la hidratacién;
los compuestos catecol (2) y acido protocatéquico (3) son metabolizados por el mismo tipo de
reaccién pero catalizado por diferentes enzimas en una secuencia que converge en un mismo
compuesto designado como f-cetoadipato procedente de la hidrdlisis enzimatica de 1a lactona, ¢l
cual es el sustrato apropiado para la ruptura tiolitica cuando ha sido esterificada con la coenzima
A.

El compuesto hidroxiquinol (1) también llamado 1,2,4-bencenotriol es el catabolito -del
resorcino! (dihidroxifenona) en Pseudomona putida (Chapman y Ribbons, 1974)y Trichosporium
cutaneum (Gaal Neujahr, 1979) y del benzoato en Trichosporium cutaneum (Anderson y Dagley,
1980). Sin embargo, no es necesario que ocurra una lactonizacién en esta ruta ya que el oxigeno
del tercer grupo hidroxilo del compuesto (1) aparece subsecuentemente en el grupo carboxilo del
compuesto B-cetoadipato que se forma cuando el 4cido maleilacético (4) se reduce por accién del
NADH (Dagley, 1994).

Existen ademas, otras rutas diferentes de metabolizacién del compuesto p-keto adipato a
partir de los compuestos catecol y 4cido protocatéquico que incluyen aspectos de regulacién
enzimatca en varias especies bacterianas (Stainer v Ornoston, 1973) y hongos actinomicetos,
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Fig. No. X-5.- Ruta de ruptura orio de transformacién de los compuestos hidroxiquinol (1), catecol (2} y 4cido
protocatéquico (3} para generar la acetil-CoA y succinil CoA.

Gran numero de compuestos derivados del benceno se transforman por la principal ruta
bacteriana rindiendo dihidrofenoles; en algunas ocasiones, los productos de transformacion no
poseen los dos grupos hidroxi requeridos para la ruptura y en tales casos, ¢l punto de ruptura de
anillo se puede generar por la accién de una enzima hidrolasa de tipo flavoproteina que
generalmente tiene una especificidad por cierto sustrato, pudiendo seleccionar entre una ruta
metabdlica y otra; esta seleccion esta enfatizada por los mecanismos de depresion enzimatica; por
ejemplo cuando Acinetobacter sp. crece en 4-hidroxibenzoato la enzima 3-hidroxilasa se suprime
y el sustrato de crecimiento se metaboliza por la ruta del compuesto homoprotocatequico, pero
cuando crece sobre 3-hidrobenzoato, la enzima 6-hidrolasa para este sustrato se suprime al igual
que todas las enzimas para la ruta del gentisato.

Ahora bien, aunque las bacterias no se pueden dividir en categorias de ruptura del anillo
en posiciones meta u orto, puede hacerse una diferenciacion haciéndolas crecer en diferentes
sustratos selectivos por ejemplo, la cepa Pseudomona putida tiene un excelente desarrollo solo en
4-hidrobenzoato y de manera similar, puede decirse lo mismo para los microorganismos
fluorescentes que utilizan la ruptura en la posicion orto especificamente para la ruta de los acidos
protocatequicos, mientras que los organismos no fluorescentes utilizan la ruta de ruptura en meta

(Dagley, 1994).
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10.3. TRANSFORMACION DE BIFENILOS

Gran variedad de microorganismos, en condiciones aerobias son capaces de romper al
menos uno de los anillos aromaticos por varias rutas metabolicas. En todas las rutas se requiere
de oxigeno para la hidrélisis biolégica del bifenilo. En la ruptura del anillo se hayan implicadas
enzimas mono y dioxigenasas que catalizan la incotporacién de oxigeno molecular a partir de los
dtomos de carbono en las moléculas de sustrato.

Lunt y Evans (1970) han descrito un grupo de bacterias Gram negativas capaces de oxidar
el bifenilo a 4cido fenilpiruvato y entre los trabajos mas relevantes se encuentran, los realizados
con la cepa Pseudomona putida que metaboliza bifenilos a 4cidos benzoicos via 2,3-dihidro-
2’,3 -dihidroxibifenilo, 2,3-dihidroxibifenilo, y 4cido 2-hidroxi-6-oxo-fenilhexa-2,4dienoico
(Catelani et. al., 1971 y 1973). En la misma linea de investigaci6n, los trabajos de Gibson et. al.,
(1973) proporcionaron la evidencias para dilucidar el ataque inicial oxidativo en la posiciones 2,3
de la molécula del bifenilo.

Los resultados de los estudios de Catelani et. al (1971), sobre el metabolismo del
bifenilo con Pseudomona putida son diferente a los de la ruta propuesta por Lunt y Evans (1970)
y aunque los compuestos intermedios fueron los mismos, Catelani encontré dcido benzdico en
lugar del acido fenilpirvico. Por otro lado, una especie de Beijerinckia metaboliza el bifenilo a
1(cis-2,3~dihidroxifenil)-2,4-hexadieno. (cis-2,3-dihidroxi-2 .3 "-dihidroxibifenilo).

Ahora bien, la forma més segura y efectiva de eliminar haldgeno de un producto de
ruptura del anillo es por el atague intermo nucleofilico que forma el nuevo anillo. Las reacciones
de este tipo se catalizan por enzimas lactonizantes en fisiones secuenciales de las posiciones orto.
La lactonizacién, es en realidad utilizada para eliminar iones cloro en la transformacién
bacteriana del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). Sin embargo, esta eliminacién no es
fortuita debido a que la enzima lactonizante (una cicloisomerasa) no es la misma utilizada en la
ruptura orfo del catecol; ademas, también se forma un tipo diferente de lactona que tiene un doble
enlace (figura X-6).

Cl
Qe Dot e ™
o T 1 o —l |
H CO,H co.H
m @) 3)

Fig. No. X-6.- Degradaci6n bacteriana del 3,5-diclorocatecol. El anillo de este compuesto es un catabolito del 4cido
2 4-diclorofenoxiacético que se abre por ruptura en posicién orfo con eliminacién de cloro en la lactonizacién, La
lactona (1) se hidroliza a 4cido 2-cloromaleico (2) del cual se elimina un ién cloro durante la reduccién hasta dcido
B-cetoadipico (3} que posteriormente se metaboliza (Catelani, 1971).

10.4. TRANSFORMACION DE BIFENILOS POLICLORADOS

La hidroxilacién y rompimiento del anillo es el principal mecanismo de transformacion
bioldgica de los BPCs; la transformacion de mono- y dicloro bifenilos por Achromobacter sp.
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produce 4cido para-clorobenzédico (Ahmed y Focht, 1973) y la transformacion del 4-clorobifenilo
por bacterias Gram negativas en presencia de nitrato produce compuestos como el 2- y 4-hidroxi-
4’.clorobifenilo ademés del 2- y 4-hidroximononitro-4'-clorobifenilo (Sylvestre y Fauteux,
1982). En la ruta para la formacion de estos compuestos (figura X-7) el mecanismo propuesto,
involucra la formacién de un ep6xido de areno intermedio ¢l cual tiene gran reactividad con las

enzimas biolégicas.
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Fig. No. X-7.- Biodegradacién del 4-cloro bifenilo por una bacteria Gram negativa en presencia de nitrato
(Sylvestre, 1982).

Los estudios de Kaiser y Wong (1974), han demostrado que durante la transformacion del
Aroclor 1242 por bacterias los metabolitos principales fueron hidrocarburos aromaéticos y
alifaticos, ninguno de los cuales contenia cloro y la decloracion tenia lugar en un estado inicial
del metabolismo. Los estudios de Carey y Harvey (1978), utilizando cultivos mixtos aislados de
ambientes marinos demostraron ser capaces de metabolizar isémeros puros de tri- y tetrabifenilos
y ciertas mezclas del Aroclor® 1254 con 4cidos lacténicos como metabolitos intermedios.

Por otra parte Ohmori et. al, (1973), ha demostrado la existencia del &cido 4-
ciorobenzédico formado a partir de la transformacion bacteriana del para-clorobifenilo denotando
que cuantas mas sustituciones de cloro existan, particularmente en las posiciones orto, se tienden
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a retardar la transformacién; no sélo debido al impedimento estérico de la hidroxilacion, sino
también, por las especies de oxigeno enzimaticamente desactivadas para la hidroxilacién
electrofilica; por lo cual, es de esperarse que la eliminacidn electrénica de los sustituyentes cloros
desactiven el sustrato.

Existen ademds gran variedad de compuestos alquenos y alquilbencenos productos de la
transformacion de las mezclas comerciales de BPCs realizadas por diferentes bacterias de
estuarios (Kaiser, 1974).

La degradacién de BPCs bajo condiciones anaerobias, se realiza principalmente por
deshalogenaci6n con formacién de halobenzoatos, dando por resultado CH, + CO, (Suflita et. al,
1982) por varias rutas, muchas de las cuales no se conocen del todo por estar influenciadas por
diferentes condiciones ambientales.

10.4.1. ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA DEGRADACION DE BPCs

Las enzimas empleadas en la transformacién de las moléculas de BPCs, son altamente
especificas tanto en la reaccion que catalizan, como en los sitios de unién al sustrato, acelerando
las reacciones y disminuyendo la energia de activacion de Gibbs (AG) por medio del incremento
de la tasa de reaccién o bien, estabilizando los estados de transicién energética. Existen dos
factores a tomar en cuenta para la transformacion de los bifenilos policlorados:
¢ lLa influencia de los factores de configuracién del congénere a degradar ya que en ella

interviene el efecto de estereoselectividad de la enzima por el sustrato y
» Los factores de conformacion del congénere, ya que puede provocar impedimentos a la accién
de la enzima.
' El conocimiento de las caracteristicas electrostiticas del compuesto, son de gran
importancia en los mecanismos de ruptura de los anillos arométicos y en la formacioén de los
enlaces covalentes caracteristicos de una reaccidn de biotransformacién debido a que pueden
influir en los sitios de unién de la enzima al sustrato; por ejemplo, en la biotransformacién de los
anillos bencénicos, los compuestos benceno dihidrodiol, son metabolitos producidos por el ataque
de agua en un epoxido de areno catalizado por una enzima hidrolasa epdxida; el compuesto asi
formado, puede ser deshidrogenado a su vez por una enzima dihidrodiol dihidrogenasa para
tendir el correspondiente catecol; el mecanismo de reaccién es una oxidacién en uno de los
grupos hidroxilos para rendir un compuesto cetol el cual posteriormente enoliza al catecol.

La oxidacion por atraccién de electrones sin incorporacién de oxigeno es otro mecanismo
caracteristico de algunas enzimas oxidorreductasas y algunas citocromos P, pero la reaccion
més importante de oxidacion en el metabolismo de los compuestos aromaticos es la incorporacién
de oxigeno en el sustrato, reaccion caracteristica de las enzimas oxigenasas, que bien pueden ser
mono o dioxigenasas dependiendo de la transferencia de uno o dos dtomos de oxigeno al sustrato.

Asi mismo, las reacciones de monooxigenacién pueden llevarse a cabo por enzimas del
grupo de los citocromos codificadas por el gen P,, con grupos hem, o bien, flavinas
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monooxidasas contenidas en las. flavoproteinas que tienen la capacidad de reducir el sustrato
durante el metabolismo de los compuestos arométicos: Existen ademds, otros tipo de enzimas
monooxigensas que contienen cobre, capaces de metabolizar gran variedad de compuestos
organoclorados.

Sin embargo, la degradacién de los BPCs puede ser inhibida por mecanismos de represién
enzimatica (Dolfing y Tiedje, 1991). Bajo condiciones anaerobias Suflita et. al. (1983) ha
demostrado que el diclorobenzoato actia como un inhibidor competitivo de la deshalogenaclén
debido al cambio o transporte del sitio activo necesario para las enzimas.

10.4.2. RUTAS DE TRANSFORMACION BIOLOGICA

En la biodegradacion de los bifenilos policlorados, las enzimas dioxigenasas son las
encargadas de realizar la degradacién generando benzoatos y cloro benzoatos como los productos
principales de la accién enzimética sobre los anillos y sobre las cuales actian a su vez, enzimas
benzoato dioxigenasas de manera secuencial generando compuestos de fécil degradacién; por
ejemplo, los patrones de las rutas de transformacion metabdlica de las bacterias indican que los
bifenilos policlorados estdn sujetos al ataque de enzimas dioxigenasas para formar compuestos
dihidrodio! (2,3-dihidroxi-1-fenilciclohexa— 4,6-dieno) de esterecquimica cis.

La deshidrogenacion rinde el 2,3-dihidroxi bifenilo (2,3-HB) el cual se rompe en la
posicion meta similar a los descritos para los compuestos metilcatecol (Bayley y Dagley, 1969;
DeFrank y Ribbons, 1977) hasta generar un compuesto amarillo, el acido 2-hidroxi-6-
cetofenoxihexa-2,4-dienoico, el cual es convertido a icido benzoico y un fragmento de cuatro
carbonos, conocido como acido2-ceto-4-pentanoico.

Ahora bien, la formacion de BPCs hidroxilados y cloro benzoatos estd dada por dos
diferentes formas de accién de las enzimas 2,3 y 3,4-dioxigenasas (Bedard, 1990; Furukawa et.
al., 1979; Nadim et. al, 1988; Masse et. al., 1985) como se ha propuesto para la mineralizacion a
partir de los estudios del 4-clorobifenilo (Shields et. al., 1985).

Se ha propuesto también, otro mecanismos para remover los sutituyentes de los
compuestos aroméaticos como la deshalogenacion fortuita por enzimas dioxigenasas como se ha
sugerido en la mineralizacion del 2-clorobenzoato por Pseudomona cepacia (Zaitsev y
Karasevich, 1982).

Por otro lado, Safe, (1985) ha reportado que los congéneres de BPCs sustituidos en dos
posiciones meta y para y no mis de una posicién orfo son los mis efectivos inductores de la
accién del citocromo P,g-dependiente de monooxigenasas. Existen ademads, otras enzimas como
los citocromo P, (hemoproteina que se encuentra en las membranas celulares de bacterias,
hongos, plantas y animales) capaces de utilizar BPCs, anilina y benceno como sustrato (Testa,
1995).

La ruta mas comun propuesta para la transformacion de los BPCs estudiada en cepas de
Pseudomonas sp. B13 esta basada en la deteccion de metabolitos acumulados como los
encontrados en la transformacion del bifenilo con la correspondiente formacién de compuestos
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cis-dihidrodiol, el cual es a su vez deshidrogenado para rendir un bifenilo 2',3'-dihidroxi; el
rompimiento en la posicién meta genera derivados clorados como el 2-hidroxi-6-ox0-6-fenil-
hexa-2,4-dienoatos, que se metabolizan posteriormente rindiendo cloro benzoatos y 2-
hidroxipenta-2,4- dienoatos, La secuencia de la reaccién involucra la conversién de los
clorobenzoatos a sus respectivos compuestos catecol que procede segiin la via de sustitucién de
cloros por grupos OH con formacién de compuestos 1,2-dihidroxi-1,2-dihidroxibenzoato como
intermedios.

10.4.2.1 PRODUCTOS METABOLICOS

Estudios realizados por Furukawa (1979) sobre los productos metabélicos de la
biodegradacién de 36 congéneres de BPC puros (desde mono- hasta penta clorados) han
demostrado que 33 de ellos, fueron degradados por Acinetobacter sp. formando écidos
clorobenzoicos como metabolitos intermedios por la via de las enzimas oxigenasas (Tabla X-1).

AR (e A B e ; ! ; ; i
2-,3-,4-, 2,3-,24-,2,5-,34-,3,5-, 2,2"-,
Ac. Clorobenzdico 3,3-,44-,2,34-,24,5-,252-,3,4,2"-
I (Cl no, 1-4) 2,3,4.5-2,4,2" 4", 34,3 'v4"-
Il Compueste de rupture en meta 24-,244'-,254'-,
i Compuestos dihidroxi 2,6, 2,3,6-, 24,2'5"- 24,52 5"-
I Compuesto trihidroxi 24,6~
\ Compuestos no identificados 23,2°,3-,23,2°,5°,24,5.2" .3
VI Sin metabolitos 23,56, 2,6,2°6"-

Tabla No. X-1.- Productos metabdlicos de los congéneres de BPCs biodegradados por Acinetobacter sp.
(Furukawa et, al., 1979),

Esto sugiere que un per6xido ciclico es el producto de oxidacién inicial en el metabolismo
del bifenilo que se inicia cuando dos atomos de oxigeno molecular se incorporan en las
posiciones 2,3 de un bifenilo monoclorado o del anillo menos clorado de la molécula de BPC
para formar el compuesto cis-dihidrodiol (Seccion IIT en la (figura X-8) que es deshidrogenado
hasta rendir compuestos 2,3-dihidroxi (IV).

Fig, No, X-8.- Ruta metabdlica principal de los BPCs realizada por bacterias (Furukawa et.al.,1980)
cl, a, cl, cl
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E] rompimiento del anillo ocurre entre los carbonos | y 2 del compuesto 2,3-dihidroxi
para formar su derivado clorado, el 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dionato (V). En algunos
congéneres de BPCs el compuesto de rompimiento en meta asi formado se hidroliza rapidamente
hasta acido benzdico {(VI).

En el mismo experimento anterior de los 36 BPCs, 18 congéneres se tranformaron a sus
correspondientes acidos benzdicos por la ruta mayor en Acinetobacter sp.; esta ruta de oxidacién
hasta clorobenzoato, es también comtin a otras cepas puras de Alcaligenes sp. (Furukawa et. al.,
1976 y 1979) Achromobacter sp. (Ahmed y Focht, 1973) y Pseudomona putida (Catelani et. al.,
1971 y 1973; Bailsmiter et. al,, 1977) que degradan tanto congéneres puros como mezclas
comerciales en ambientes naturales (Furukawa et. al., 1980).

Se ha demostrado también, un patrén alternativo a la reduccion a clorobenzoato con otros
congéneres por ejemplo, en los congéneres 2,4'-, 2,4,4'- y 2,54~ todos poseen atomos de cloro
en las posiciones 2,4~ y se convierten rapidamente en compuestos de ruptura en meta a través del
patrén mayor ilustrado en la tabla anterior. Estos compuestos, son muy estables y se acumulan en
la mezcla de la reaccion. Los compuestos dihidroxi se acumulan también en las mezclas de
reaccion a partir de los congéneres 2,6-, 2,3,6-, 2,4,2°,5'-, 2,5,2°,5"-, y 2,4,5,2’-. De igual forma,
el 2,4,6-triclorobifenilo se metaboliza rdapidamente a compuestos tri-hidroxi por la via de los
compuestos dihidroxi y posteriormente los compuestos tri-hidroxi se acumulan durante la Gltima
fase de incubacidn en el medio.

Los BPCs que poseen atomos de cloro en las posiciones 2,3 asi como los congéneres
2,3,2°.3"-,2,3,2°,5", vy 2,4,5,2" 3"~ se metabolizan por una ruta alternativa. Existen ademas, gran
acumulacion de otros subproductos no identificados en el medio, que también se han reportado
en la biotransformacion de las mezclas comerciales del Kaneclor® 400 (Furukawa et. al., 1980).

Los hongos y levaduras metabolizan bifenilos y clorobifenilos de bajo nimero de cloros a
compuestos hidroxi y dihidroxi similares a los de los sistemas enzimaticos de los mamiferos
(Cemiglia et. al., 1980); pero los patrones de ruptura del anillo, son diferentes al de las bacterias.
Los estudios de Smith y Rosazza (1974), han demostrado que varios géneros y especies de
hongos son capaces de crecer en bifenilo y formar 2- y 4-hidroxibifenilos y 4,4"-, 2,4'-, y 2,5-
dihidroxibifenilos. De igual manera, Walnéffer et. al. (1973), ha demostrado que Rhizopus
Jjaponicus convierte el 4-clorobifenilo a 4-hidroxibifenilo.

Existen cuatro mecanismos propuestos para {a hidroxilacién de aromaticos: la abstraccién,
la adicién directa, la insercion y la adiciéon con rearreglo (Tomaszewski et. al., 1975). El
mecanismo de abstraccion no es muy aceptado por razones energéticas y por que trabajando con
H marcado, éste se retiene en los productos hidroxitados. La ruta de adicion directa parecer ser la
mas aplicable en la hidroxilacion de los BPCs debido a que: I) se han aislado éxidos de arenos ¢
dihidrodioles a partir de incubaciones microsomales (Gardner et. al., 1973; Forgue y Allen,1982);
Il) se ha demostrado la eliminacién de cloro con alta retencion del deuterio (Sundtrom y
Slocumb, 1976; Safe, 1985) y III) no se demostré ningin efecto isdtopico. La ruta de insercion
directa parece explicar s6lo la meta-hidroxilacion debido a los efectos isdtopicos demostrados en
el bifenilo, nitrobifenilo y metilfenilsulfonato. La ruta de adicion con amreglo se excluye
frecuentemente debido a sus grandes requerimientos energéticos para demostrar un efecto
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isotépico para la hidroxilacién en posicién meta (Tomaszewski et. al., 1975 y Billings y
McMahon, 1978).

10.4.2.2, ENZIMAS INVOLUCRADAS EN LA DEGRADACION DE
BENZOATOS

La enzima benzoato 1,2-dioxigensa es especifica para oxidar benzoatos y clorobenzoatos
en posicion meta (Reineke Knackmuss, 1978) lo que comprueba los estudios de Ichihara (1962)
en Pseudomona aeruginosa que acumula 3-clorocatecol a partir del 3-clorobenzoato. Sin
embargo, existen otras enzimas que bajo ciertas circunstancias, son capaces de oxidar benzoatos
con sustituyentes en posiciones orio y para como lo demuestran los estudios de Hovart y
Alexander (1970), en Arthrobacter sp cuyas enzimas tienen diferente regioselectividad de
dioxigenacion, en las posiciones 1,6 dando como resultado compuestos 4-clorocatecol a partir del
3-clorobenzoato.

Ahora bien, los compuestos clorocatecol pueden ser ficilmente metabolizados a cloro cis-
muconatos como lo demuestra la actividad enzimdatica del 3,5-cloro catecol por las vias: a) 2,4
dicloromuconato; b) trans-2-cloro-4-carboximetilenbuta-2 en 4 olide; ¢) cis-2-cloro-4-
carboximetilenbuta-2-en 4-olide; d) B-clorometilacetato y e) maleilacetato (Schmidt et. al., 1980;
Schwien, 1984). De igual forma, una enzima aislada de Arthrobacter sp cataliza la conversién del
4-cloro- y 3,5-diclorocatecol a 3-cloro- y 2,4-dicloro-cis-muconato respectivamente (Tiedje et.
al., 1969).

10.4.2.3. METABOLISMO DE BPCs EN MAMIFEROS

Aunque los detalles del mecanismo de hidroxilacion de los BPCs no se conocen del todo,
se han propuesto varias rutas de hidroxilacion de la molécuvla de BPC detectados en los
metabolitos de ciertos mamiferos; en ellos, la hidroxilacién se realiza por un sistema
hepaticoenzimatico de citocromos P,,, dependiente de NADPH y oxigeno; y P, dependiente de
Fenobarbital y §-naftoflavona,

El primer sistema, metaboliza preferentemente diclorobifenilos de conformacién coplanar
y el segundo solo BPCs no coplanares (Grant ef. al., 1971; Kennedy et. al., 1980 y 1981,
Kaminsky et. al., 1982; Gardner et. al., 1973). Por ejemplo, en la ruta metabélica del 4,4'-
diclorobifenilo, los metabolitos generados poseen gran cantidad de compuestos hidroxilados
como el 4,4'-dicloro-3-hidroxibifenilo formado a partir de un rearreglo de un compuesto
cetoenolico intermedio o del 3,4-epdxido con pequefias cantidades de 3,4'-dicloro-4-
hidroxibifenilo, cuya presencia supone la formacién de un oxido de areno como un compuesto
intermedio en el metabolismo de los BPCs; ademés de compuestos 4'-cloro-4-hidroxibifenilo; 4'-
cloro-3-hidroxibifenilo; 4,4 -dicloro-2-hidroxibifenilo y un metabolito dihidroxilado, conocido
como 4,4"-dicloro-3,3 -dihidroxibifenilo que resulta del reciclaje de los metabolitos primarios a
través del sistema de citocromos P,;.
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Estos estudios, también demuestran la perdida de cloros durante el metabolismo y aunque
el mecanismo no ha sido aun explicado, se piensa que la pérdida puede ocurrir durante el
rearreglo del 3,4-epdxido (Schellmann et. al., 1984). Resultados similares se reportaron en
estudios realizados sobre los patrones de hidroxilacion de hexaclorobifenilos. La formacion de
dxidos del areno como un compuesto intermedio en el metabolismo de BPCs es una evidencia de
este mecanismo, (Safe et. al., 1987) pero existen evidencias de que los BPCs pueden ser también
metabolizados por un mecanismo con formacién de compuestos de naturaleza clorofenélica en
los que no intervienen 6xidos de areno (Slander et. al. , 1975% y 1975b; Preston et. al., 1983).

10.5. BIODEGRADACION DE COMPUESTOS NITROAROMATICOS

Gran parte de la literatura sobre la degradacion de compuestos nitroaromaticos se ha
centrado principalmente en compuestos explosivos como el trinitrotolueno (TNT) (Kaplan, 1990;
Hallas, 1983). En la transformacion aerobia de compuestos mononitro fentlicos el sistema de
anillos se oxida mediante enzimas mono y dioxigenasas, rindiendo nitrifos y compuestos catecol
que experimentan la ruptura del anillo por una ruta oxidativa. Las reacciones de
biotransformacién de los compuestos involucran en una primera fase, la insercién o modificacion
de un grupo funcional en la molécula de sustrato por ejemplo un grupo nitro (NO, ) que se puede
reducir a grupo amino (-NH,); la segunda fase, involucra la conjugacién de una molécula o
fragmento endégeno al sustrato, rindiendo un metabolito conocido como conjugado; de tal
manera que el grupo -NH, puede convertirse en acetamida (-NHCOCH,) en la conjugacion con
una mitad acetilo (Spain y Gibson, 1991).

La importancia de este tipo de reacciones de oxido-reduccién es la formacién de
compuesto intermedios electréfilos, generalmente cationes y/o radicales (en la oxidacion)
mientras que la reduccion permite la formacién de radicales nucleofilicos. La relacion entre estos
parametros permiten establecer las caracteristicas de selectividad y especificidad de las enzimas
que actvian en el proceso.

La eliminacién del nitrégeno desde el punto de vista biologico, puede realizarse por la via
de sintesis bacteriana aerobia o anaerobia o bien la desnitrificacion andxica. El nitrégeno en su
forma reducida de i6n amonio se oxida para producir energia en tanto que el nitrégeno en forma
de nitritos y nitratos se utiliza como fuente de oxigeno por microorganismos desnitrificantes.
Ahora bien, la aminacion de los anillos bencénicos proporciona la entrada para la biosintesis de
los aminoécidos en la sintesis proteica por la reduccién a amonio. (Schlegel, 1975).

Muchos de los microorganismos desnitrificantes no sélo crecen utilizando el nitrato como
aceptor de hidrégeno, sino también el nitrito e inclusc algunos utilizan el perdxido de nitrégeno
por lo que se infieren las enzimas nitrorreductasa desasimilatorias producidas por éstos. Este
mecanismo tiene conexién con la cadena repiratoria llegindose incluso a considerar que los
procesos de reduccion se encuentran unidos con el proceso de la fosforilacion oxidativa. Sin
embargo, existen muchos microorganismos desnitrificantes que sdlo utilizan el nitrato como
aceptor de hidrégeno pero son incapaces de reducirlo a NH, * por ofra parte, en algunos
microorganismos las enzimas nitrorreductasas ademas de reducir el nitrato también reducen
cloratos y percloratos si los hubiere (Schiegel, 1975).
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Se ha aceptado generalmente que la biodegradacion de los compuestos nitroarométicos
puede realizarse por una via de las dos rutas: la oxidacién del anillo con eliminacién del nitrito, o
la reduccién del grupo nitro para obtener la correspondiente amina.

0.5.1. REDUCCION DEL GRUPO NITRO

Los primeros estudios de Hallas y alexander (1983), han demostrado que la
transformacion anaerobia de varios compuestos nitroarométicos se realiza principalmente por la
reduccién del grupo nitro como el mayor mecanismo de transformacién del compuesto; tanto en
condiciones aerobias como anaerobias, la reduccién se realiza por medio de enzimas reductasas
que catalizan la reduccion de los nitrobenzoatos a hidroxiamino benzoatos.

La reduccién del grupo nitro puede ocurrir bajo la transferencia de dos electrones que
rinden derivados nitroso, amino e hidroxilamino o bien, a través de la transferencia de un solo
electrén que da por resultado compuestos nitrosos y nitroaniénicos (Cerniglia y Somerville,
1995). La mayoria de los estudios demuestran que bajo condiciones anaerobias, el primer paso es
la transformaci6n de los grupos amino a hidroxilamino y después a sustituyentes amino tanto en
los sistemas procariotas como en los mamiferos

Gran variedad de enzimas encontradas en células procariotas y eucariotas pueden catalizar
la reduccion del grupo nitro de los compuestos arométicos. Aunque estas enzimas poseen pocas
caracteristicas en comiin, pueden ser agrupadas en uno de los dos tipos funcionales basados en su
habilidad para catalizar la nitrorreduccién en presencia de oxigeno. Las enzimas de tipo I (no
sensibles al oxigeno) reducen el grupo nitro por la via de incrementos de dos electrones con
formacién de compuestos nitroso ¢ hidroxilamino como intermedios. Se han purificado a partir de
Pseudomona pseudoalcaligenes, enzimas nitrorreductasas insensibles al oxigeno que degradan el

_nitrobenceno por la via hidroxilamino benceno pero sin produccién de anilina.

Las enzimas de tipo II (sensibles al oxigeno) catalizan la reduccién de un electron del
grupo nitro para rendir un anién nitro, que reacciona con el oxigeno para formar un radical
superoxido y regenerar el nitro compuesto. La reduccioén de los grupos nitro no es probablemente
la principal funcion fisioldgica de esas enzimas pero las caracteristicas intrinsecas del grupo nitro,
lo hace atractivo como un féacil aceptor de electrones (Cerniglia y Somerville, 1995).

Crawford (1995) ha estudiado la reduccién del grupo nitro del 4cido nitrobenzoico con
enzimas extraidas de Nocardia erythropolis; la deteccion de derivados nitroso e hidroxilaminos
del nitrobenzoato, indican que éstos también son compuestos intermedios en la reduccién de
aminobenzoatos, Este estudio, atribuye una actividad nitrorreductasa a una metalo-flavoproteina
soluble que cataliza la reduccion completa del grupo nitro a grupo amino. Sin embargo, existen
bacterias que creciendo en glucosa reducen compuestos nitrobenzoatos a aminobenzoatos, lo cual
sugiere que la reaccién no es catalizada por una enzima nitrorreductasa especifica inducible
(Cerlinglia y Somerville, 1995).

Se ha comprobado también la reduccién de nitrobenzoatos a aminobenzoatos por medio
de una enzima NADH-dependiente extraida de las cepas Nocardia sp. y Pseudomona fluorescens
(Furukawa y Chakrabarty, 1982). La cepa Veillonella alkalescens posee una enzima capaz de
reducir 30 compuestos mono, di- y trinitroaromaticos en un proceso de tres pasos por la via R-NO
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y R-HOH (Cartwright, 1995). De igual manera, Bielaszczyk et. al., (1967), ha demostrado la
reduccion aerobia del 4-cloronitrobenceno por Arthrobacter sp. en suelos contaminados. En fa
misma linea de trabajo Corbett et. al., (1981), ha informado la reduccién del 4-cloronitrobenceno
por una ruta reductiva hasta obtener 4-cloroanilina en la cual la hidroxilamina intermedia
experimenta un arreglo Bamberger en la que ¢l grupo hidroxilo migra del nitrégeno al carbono
generando los compuestos 2-amino-5-clorofenol y 4-aminofenol por los ataques en las posiciones
orto y para del anillo respectivamente; se ha reportado también Ia acetilacion de este tipo de
compuesto sin formacion de derivados azo o azoxy.

Por otro parte, por lo estudios de Russel (1980), han demostrado la reduccion del 4-
cloronitrobenceno utilizando la cepa Acetobacter agilis; en esta reduccion, el grupo amino esta
sujeto a acetilacién o propionilacion. En estudios realizados en Mucor javavicus se ha informado
también el desplazamiento no usual del cloro a la posicién para por un grupo metilo en el 2,4-
diclorobenceno (Tahara et. al., 1981).

De igual manera Chacko et. al. (1966), ha informado la reduccién del penta cloro
nitrobenceno por la cepa Streptomyces aureofaciens. Masse et. al. (1985), ha observado el
crecimiento de una bacteria Gram-Negativa B206 en 4- nitrobifenilo y Takase et. al. (1986), ha
demostrado el crecimiento de Pseudomona cruciviae S93B1 en 2- y 3-nitrobifenilo, en ambos
casos existid acumulacién de nitrobenzoatos como metabolitos en el cultivo.

Hailas y Alexander (1983), han reportado la reduccion de compuestos nitro- y di-
nitrobencenos, nitrotoluenos y nitrobenzoatos en efluentes de aguas residuales tanto en
condiciones aerobias como anaerobias con formacién de compuestos acetamida y 2-
metilquinolina como intermedios de la anilina y el compuesto 2-metilbencenimidasol como
intermedio de ia 2-nitroanilina. Se ha estudiado también el metabolismo del 2- aminobenzoato
utilizando cepas de Pseudomona desnitrificans en presencia de nitrato; en este proceso, el
benzoato y el 2-aminobenzoato son oxidados en condiciones anaerobias hasta CO, con la
consecuente reduccion del NO;” a NO, . Una observacién importante fue que sélo después de
haber consumido todo el nitrato, el nitrito fue reducido a N, gas.

Crawford (1995), ha presentado un nueva ruta alternativa en Clostridium sp. para la
transformacion de compuesto nitroarométicos que involucra la reduccién a aminoaromaticos que
posteriormente son desplazados por medio de reacciones hidroliticas para formar polifenoles.
Los cuales son reductivamente deshidroxilados hasta rendir fenoles sencillos de fécil

metabolizacidn.

En los mamiferos la conversion de los compuestos derivados del nitrdgeno se lieva a cabo
por enzimas citocromo P, reductasas de manera similar, a las enzimas nitroreductasas
bacteriales que reducen compuestos nitroaromaticos (Mermelstein et. al., 1981).

10.5.2, ELIMINACION DEL GRUPO NITRO

El estudio de la transformacién de los compuestos aromaticos nitrados estuvo por mucho
tiempo limitada a la reduccion del grupo nitro y formacion de derivados azoxy; sin embargo,
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existe otra forma de transformacion de compuestos nitroarométicos por microorganismos que se
lleva a cabo mediante la eliminacién del grupo nitro por medio de dos sistemas enziméticos; el
primero utiliza enzimas nitrorreductasas generando una amina y amonio; en el segundo, el nitrito
se libera en una reaccién oxidativa como sucede en Pseudomonas putida que utiliza 2-nitrofenol
con eliminacién del grupo amonio (Zeyer y Kearney, 1984).

Los estudios de Moore (1969), fueron los primeros en describir el crecimiento de
Nocardia sp. en nitrobenceno y anilina como tnicas fuentes de nitrégeno y carbono; pero
recientemente, se han identificado organismos capaces de utilizar gran variedad de compuestos
aromaticos nitrados como Unica fuente de carbono y nitrégeno (Higson, 1992%,

Cain (1966), ha reportado la degradacion de nitrobenzoatos por Nocardia opaca que crece
en 2-nitrobenzoato. Las cepas N. erythropolis y Camomonas acidovorans crecen en 4-
nitrobenzoato como unicas fuentes de nitrégeno y carbono con formacién de compuestos
nitrocatecol; estas cepas ademas, son inductoras de la oxidacién del 4cido protocatequico en el
que ¢l grupo nitro es reemplazado por grupos hidroxilos o bien ocasionalmente, €l 4-nitrobezoato
puede reaccionar con una enzima dioxigenasa para producir un compuesto nitrocatecol.

Se ha propuesto también, la degradacién de compuestos haloaromaticos a partir de una
ruta de transformacién de clorobenzoatos en Pseudomonas sp. N31 en combinacién con una
enzima oxigenasa que permite al microorganismo utilizar 4-cloro 2-nitrofeno! como tinica fuente
de nitrégeno por liberacidén de nitrito (Bruhn et. al., 1988). De igual forma, se ha informado la
ruta de transformacion del nitrocatecol en Pseudomona putida (Zeyer y Keamey, 1983) y
Nocardia sp. (Bachofer et. al., 1975) creciendo en 4-nitroanilina como unica fuente de carbono
con formacién de compuestos catecol. Por otra parte, Reber et. al. (1979) ha informado la
transformacién de la 3-cloroanilina, la cual se convierte a 4-clorocatecol por Pseudomonas
multivorans y Alcaligenes fecalis (Suroviseva et. al., 1980).

Los compuestos arométicos conteniendo sélo un grupo funcional nitro y un sustituyente
activador, como por ejemplo un grupo hidroxilo o un carboxilo, son mas fécilmente
transformados por los microorganismos del suelo, en comparacién con los compuestos sustituidos
con impedimentos estéricos y/o desactivacion electroquimica los cuales son mds dificiles de
degradar por oxidacion bacteriana (Higson, 1992%),

Aunque la degradacién de los compuestos nitroaromaticos metabolizadas por enzimas
peroxidasas no ha sido estudiada en detalle, existe informacién que infiere que en tales
reacciones, pueden intervenir diferentes enzimas por ejemplo, el hongo Phanerochaete
chrysosporium creciendo bajo limitadas condiciones de nufrientes (principalmente carbén,
nitrégeno y azufre) secreta enzimas y factores que en conjunto, constituyen el sistema de
degradacion de la lignina. Este sistema contiene las principales enzimas responsables para la
biotransformacion de varios tipos de compuestos xenobidticos a diéxido de carbono e incluso, ha
probado ser eficaz en la biodegradacion de compuestos nitroarométicos. Los componentes de este
sistema enzimatico, incluyen enzimas peroxidasas dependientes de lignina y peroxidasas
dependientes del manganeso, ademdas de oxidasas, reductasas, peroxido de hidrégeno, aicohol
veratryl, oxalatos y quinonas; Incluso, se ha sugerido la existencia de enzimas nitrorreductasas
intracelulares que se utilizan también en la degradacién de los compuestos nitroaromaticos (Sthail
y Aust, 1995).
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Aunque la sustitucién multiple del anillo (trinitrado) presenta impedimentos estéricos y
reduce la densidad electronica del anillo aromatico impidiendo el ataque electrofilico de las
enzimas dioxigenasas; los estudios de Fernando et. al. {1990), han demostrado que estos pueden
ser degradados por enzimas peroxidasas producidas por Phanerochaete chrysosporium.

Esta seccion presenta el marco de referencia que permite el estudio detallado de la ruptura
de la molécula de BPC aminado. Por una parte, se¢ ha demostrado que la ruptura del al menos uno
de los anillos es imprescindible para poder afrontar las exigencias de fiabilidad de los procesos de
biol6gicos para ¢l tratamiento de BPC y por otra parte, se ha presentado una revisién histérica
que es necesaria para comprender el contexto en que se ha desarrollado el presente trabajo.

El éxito de cada etapa en un proceso de biodegradacion aerobio o anaerobio de BPCs en
un reactor, depende de varios factores entre los que se encuentran, el tipo de biomasa,
concentracién en el biorreactor, diversidad de la poblacion y especificidad enzimética de cada una
de ellas; depende ademas, de la estructura del sustrato, grado de solubilidad, concentracién y del
control de los factores ambientalmente Optimos como el pH, temperatura, disponibilidad de
aceptores de electrones, fuentes de carbono y el periodo de aclimatacién de los microorganismos
al sustrato; otro tipo de problema comin al que hacer frente, es la produccién de sustancias
intermedias al medio que pueden llegar a inhibir la degradacion del compuesto.

Actuaimente, aunque se han podido aislar microorganismos Uinicos que son capaces de
degradar BPCs, es necesario una asociacioén de diferentes cepas para llevar a cabo la degradacion
completa hasta su mineralizacion; ahora bien, mientras la degradacion aerobia normalmente se
lleva a cabo con multiples microorganismos que trabajan mas o menos de forma independiente y
paralela, los microorganismos anaerobios viven en asociaciones donde distintas cepas son
responsables de realizar pasos tinicos en el proceso de biodegradacion lo que ha proporcionado la
pauta para el establecimiento de lincas de biodegradacion utilizando diferentes trenes de
tratamiento con reactores anaerobio-aerobio secuenciales en los cuales, los microorganismos con
diferentes actividades enzimdticas realicen conjuntamente el metabolismo de los BPCs y los
productos intermedios formados.
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11. METODOS DE
BIOLOGICO. .

£

El objetivo principal del tratamiento bioldgico de los bifenilos policlorados es el de
minimizar sus efectos al ambiente. La gestion y el tratamiento de los BPCs es actualmente un
componente de todo sistema de eliminacion de residuos peligrosos y para lograr su eliminacion
ambientalmente optima, es indispensable aplicar tratamientos especificos. Las lineas de accién
bisicas para el control integral de los BPCs son actualmente los métodos de incineracion, las
plantas de tratamientos fisico-quimicos de muy alto costo y los depdsitos de seguridad (éste
ultimo ha sido prohibido por la nueva legislacion ambiental).

Recientemente, los procesos biologicos empiezan a formar parte de una serie de
tecnologias y bases cientificas empleadas para la eliminacién o estabilizacién de BPCs y otros
residuos industriales; la eficacia de tales procesos biologicos consiste basicamente, en el control
de los factores requeridos para el desarrollo de los microorganismos; en los dltimos afios, estos
procesos han adquirido gran imporfancia debido a que ofrecen una mayor eficiencia de
eliminacién de contaminantes organoclorados a costos menores que los procesos fisicoquimicos,
lo que ha favorecido ¢l desarrollo de lineas de investigacidén en procesos biolégicos y tecnologias
avanzadas para conseguir un mayor rendimiento.

En el campo de investigacion tecnoldgica actualmente se estan dando novedades en la
aplicacion de biotratamientos con reactores aerobios y anaerobios utilizando microorganismos en
cultivos mixtos; asi como también, tratamientos de biorrestauracion de suelos contaminados.
Como resultado de estas investigaciones, se han desarrollado tecnologias innovadoras para tratar
los BPCs y aunque hasta la fecha, los porcentajes de degradacién de ambos procesos no han
resuelto satisfactoriamente el problema, se siguen desarrollando planes integrales de
biodegradacién enfocados en optimizar el disefio de procesos aerobios y anaerobios evaluando
cada etapa de forma aislada y como sistema integral.

Las peculiares propiedades fisicoquimicas de los BPCs los colocan entre los
contaminantes mas persistentes en el medio ambiente no obstante, existen dos tipos basicos de
degradacién microbiana de BPCs: la transformacién aerobia, que es capaz de degradar solo BPCs
con bajo contenido de cloros (desde mono- hasta tetra-clorados), y la degradacioén anaerobia que
ocurre ¢n sedimentos contaminados con BPCs (Lang, 1992) la cual se lleva acabo por procesos
naturales que permiten la decloracién reductiva de los congéneres mas clorados de todas las
mezclas comerciales de BPCs (Nies y Vogel, 1990). Los tratamientos de biodegradacién con
microorganismos acrobios, degradan el bifenilo oxidando y abriendo los anillos por medio de la
accion de enzimas mono y dioxigenasas; el oxigeno molecular es esencial para que éstas enzimas
funcionen cuando se incorporan a los productos de reaccion (Evans, 1990); el clorobenzoato es el
subproducto principal de estas reacciones, pero puede facilmente biodegradarse por enzimas
benzoato dioxigenasas con produccion de benzoatos como los productos més estables de sus
metabolitos. Ademads existen otros conjugados metabélicos como el acido glicoxiclorobenzoico
en combinacion con clorobenzoato como los productos de Ia biodegradacion del 2-clorobifenilo
en rios y estuarios contaminados (Kong y Sayler, 1983).
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En’ el tratamiento con microorganismos anaerobios, los congéneres de BPCs maés
altamente clorados que incluyen todos aquellos farmacolégicamente més téxicos y persistentes
para los animales superiores (Brown et. al., 1987) el anillo queda intacto mientras se remueve el
cloro (Nies y Vogel, 1990); es decir, esta biotransformacién reductiva convierte a los BPCs
altamente clorados en congéneres menos clorados; por ejemplo, los congéneres orte sustituidos se
convierten principalmente a congéneres mono y dicloro bifenilos, los cuales son menos téxicos y
mds facilmente oxidables por microorganismos aerobios (Ye et. al. , 1992). Se ha informado
tambien, la decloracion de BPCs en aguas de estuarios y sedimentos marinos via la perdida de
cloro en las posiciones meta y para (VanDort y Bedard, 1991). Las investigaciones de
laboratorio, indican que bajo condiciones anaerobias, el metabolismo de estos compuestos
organicos depende basicamente de la disponibilidad de aceptores de electrones inorganicos tales
como el ClI' y NO, y en ocasiones, se requiere ademdis de la adicién de cosustratos como
bencenos, bifenilos u otros compuestos organicos como fuente de energia (Evans, 1990).

Para la determinacién de estas rutas metabdlicas, se ha requerido del aislamiento de los
microorganismos aerobios de varios tipos de ambientes por medio de las técnicas tradicionales de
la microbiologia, lo que ha permitido la investigacién bioquimica y fisiolégica de la
biotransformacién de los BPCs; sin embargo, el aislamiento de microorganismos anaerobios a
partir de suelos y sedimentos no ha sido muy exitoso del todo por o que los mecanismos
bioquimicos de la decloracién reductiva no han sido dilucidados completamente (May et. al.,
1992).

11.1. PRUEBAS DE BIODEGRADABILIDAD DE BPCs

Lunts y Evans (1970), fueron los primeros en postular las rutas de degradacién aerobia
utilizadas por los microorganismos para la oxidacién del bifenilo, lo cual fue confirmado
posteriormente por los estudios de Gibson et. al (1973); la oxidacién se realiza hasta 4cido
fenilpiravico con formacion de compuestos intermedios como el 2,3-dihidroxibifenilo y el
semialdehido o-hidroxi-B-fenilmucénico; Ahmed y Focht (1973), demostré la transformacion del
mono- y dicloro bifenilo a 4cidos cloro benzdicos utilizando dos especies de Achromobacter y
mas tarde, se demostré la conversién de varios congéneres de BPCs a 4cidos clorobenzbicos con
otros cultivos puros (Furukawa y Matsumara, 1976; Ballsmiter et. al., 1977). Posteriormente, se
dilucidaron las posiciones por las cuales se lleva a cabo la ruptura de los anillos mediante los
estudios realizados en la especie Achromobacter sp. que utiliza para-cloro bifenilos como tnica
fuente de carbono, el cual produce compuestos de rompimiento en meta para la ruptura del anillo,
generandose ademds, 4cidos benzbicos y para-clorobenzoico, con compuestos diol como
intermedios (Catelani et. al., 1971).

El grupo de investigadores de Kaiser (1974) fueron los primeros en el aislamiento de
cepas de bacterias del lago Ontario capaces de degradar el Aroclor® 1242 con generacién de
hidrocarburos alifaticos y aroméaticos como metabolitos sin evidencias de que en ellos existiesen
moléculas de cloro.
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Dentro de los trabajos iniciales:sobre la biotransformacién aerobia de los BPCs se
encuentran los realizados por Ahmed y Focht, 1973 sobre dos especies de Achromobacter
capaces de crecer en bifenilo y 4-clorobifenilo. De igual manera, se ha logrado la transformacion
total del 4-clorobifenilo en un proceso de dos pasos utilizando Arthrobacter sp MS el cual lo
transforma a 4 clorobenzoato que es posteriormente degradado por Pseudomona aeruginosa

(Shield et. al., 1985).

Los estudios realizados por Tulp et. al. (1978), con mezclas de cultivos bacterianos
aislados de lodos activados, demostraron tener buen crecimiento en 4,4 -diclorobifenilo como
tnica fuente de carbono generando el 4acido 4-clorobenzoico y el 4,4’-dicloro-2,3-
dihidroxibifenilo como productos de degradacion. Sin embargo, no se observaron metabolitos
hidroxilados o acidos carboxilicos cuando estos mismos cultivos bacterianos se hicieron crecer en
los congéneres 2,4°,5-tri; 2,2°,5,5 -tetra; 2,2°,3,4,5 -penta; 2,2°,3,4,5,5 -hexa y decaclorobifenilos
como Unica fuente de carbono. En los trabajos de Furukawa y Matsumara (1976) utilizando una
cepa de Alcaligenes sp. aislada de sedimentos, se comprobé que los congéneres 2-3-, y 4-
monoclorobifenilo; 2,3°,- 2,4°-, 3,3’- 2,4-, 2,4-, 34-diclorobifenilos y 2,4,5-triclorobifenilo
fueron degradados completamente en un periodo de 20 hrs. en contraste con los bifenilos tetra y
penta clorados que fueron degradados muy lentamente. En la misma linea de trabajo, las
investigaciones de Metclaf et. al. (1975), Baxter et. al. (1975) Clark et. al. (1979), Liu (1982),
Hankin y Sawhney (1984) han demostrado también el incremento de biodegradacién de los BPCs
de bajo nivel de cloracion.

Las excelentes investigaciones del equipo de Furukawa et. al. (1978), han descrito la
interaccion entre los BPCs y las bacterias; demostrando que las especies Alcaligenes sp. y
Acinetobacter sp. metabolizan gradualmente gran cantidad de triclorobifenilos marcados con C*,
los productos metabélicos que contenian carbones radiactivos como el acido clorobenzéico
fueron excretados al medio acuoso.

E! grupo de investigacion de Baxter et. al., (1975) ha demostrado que los mono- y dicloro
bifenilos son degradados rapidamente por cepas de Nocardia sp. y Pseudomonas sp. con la
adicion de bifenilos al cultivo sin necesidad de periodos de adaptacion de los microorganismos al
BPC; en contraste con la biotransformacion de los tri- y tetracloro bifenilos los cuales fueron
degradados a una tasa mucho mas lenta y para los cuales se requiere un periodo de adaptacion.
Los resultados de las investigaciones de Hamdy y Lin (1983), han reportado la méxima
asimilacion del 39,7 % observada en los cultivos de Pseudomona aeruginosa creciendo en un
medio mineral de sales base durante un periodo de 90 a 130 dias, la cepa fue capaz de degradar la
mayor parte de los Aroclors® 1242 a concentraciones de 150 y 800 mg/L.

Cuando los microorganismos utilizan un compuesto como fuente de energia, también
pueden utilizar otro co-sustrato como fuente complementaria. El co-metabolismo de los BPCs en
presencia de acetato muestra un incremento de la transformacion de los congéneres mas altamente
clorados debido probablemente al incremento del niimero de microorganismos con lo cual se
llega a la completa degradacién de los metabolitos intermedios generados de la degradacion
(Clark et. al.,, 1979). Se ha observado también que algunos clorobifenilos que no se degradan
facilmente cuando se encuentran solos en un medio de cultivo, lo hacen cuando se encuentran
presentes en una mezcla o cuando se le agrega bifenilo al medio (Baxter et. al., 1975). El
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incremento de la transformacién se debe a que el bifenilo actiia como co-sustrato caracteristico de
varios procesos microbianos (Jacobson y Alexander, 1981).

La necesidad de un cosustrato implica que la mayor parte de la degradacion se realiza
mediante co-metabolismo o co-oxidacién especifico y en ocasiones es necesario afiadir un
analogo estructural por ejemplo un bifenilo para los BPCs o anilina para la 3,4-dicloroanilina con
¢l fin de inducir las enzimas necesarias para la transformacion incluso aun y cuando existen
suficientes nutrientes y oxigeno en el medio (You y Bartha, 1982; Bruner et. al., 1985). Otro de
los factores que influye en la biodegradacién del BPC en el medio ambiente natural son las
caracteristicas del medio donde se lleva a cabo la degradacién demostrado por los trabajos de
Iwata et. al. (1973) sobre la transformacién del Aroclor en varias muestras de suelos. Los estudios
de Hankins y Sawhney (1984) demostraron el 70 % de transformacioén del Aroclor® 1248 en un
periodo de 14 dias en varias muestras de suelo, pero sélo 3 tipos de esos suelos demostraron tener
capacidad para degradar el Aroclor® 1254; y solamente en un perfodo de 112 dias de incubacion
se detect6 la degradacion del 90% del Aroclor® 1248 y cerca del 48% del Aroclor® 1254, sin
embargo, no se detecté transformacién del Aroclor® 1260 en ninguna de las muestras de suelo.

Para establecer la potencialidad de biodegradacién de los compuestos organoclorados
como una propiedad estable de los reactores en un sistema de tratamiento biolégico se requiere
que el sistema debe ser mas productivo que otros sistemas de tratamiento, debe tener rutas
catabolicas completas que incluyan la asimilacién de los compuestos catecol dentro de la misma
poblacion microbiana, debera tener flexibilidad fisiologica, es decir, se debe garantizar la
adaptabilidad del sistema al tipo de substrato, las cepas de microorganismos para el
biotratamiento debera poseer facilidad de adaptacién a compuestos organoclorados y finalmente
se deberd garantizar la extrapolacién de los estudios de laboratorio a los sistemas reales de
tratamiento (Reineke, 1988).

11.2, MICROORGANISMOS CAPACES DE DEGRADAR BPCs

Gran nimero de estudios realizados en sedimentos han proporcionado evidencias de que
los BPCs son degradados por diferentes tipos de microorganismos en condiciones aerobias y
anaercbias en suelos, sedimentos, lagos y rios (Wallnoffer et. al., 1973; Wong y Kaiser, 1975;
Tucker et. al., 1975; Baxter et. al., 1975; Furukawa y Matsumara, 1976; Ballsmitter et. al., 1977,
Sayler et. al. , 1977, Carey, 1978; Clark, 1979; Liu, 1980).

11.2.1 BACTERIAS

Los primeros estudios de identificacién de microorganismos capaces de degradar BPCs se
realizaron por Evans, (1970); Catelani et al. (1971) y Gibson te. al. (1973) en los cuales, se
identificaron varias cepas bacterianas, principalmente Gram Negativas que utilizan el bifenilo
como la unica fuentes de carbono. En la misma linea de trabajo, Kholer (1988) ha demostrado
que también ciertas cepas de bacterias Gram Positivas como Arthrobacter simplex BPA y
Arthrobacter sp. B1B son capaces de degradar bifenilos.

XI-4
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Se han reportado también, gran' variédad de cepas bacterianas nativas del suelo capaces de
utilizar bifenilos y BPCs como tinica fuente de carbono. De igual manera, se han aislado de
estuarios y ambientes marinos varios géneros de bacterias capaces de degradar BPCs y
microorganismos resistentes a los BPCs, entre las que se encuentran los géneros: Pseudomona,
Vibrio, Aeromona, Microccu, Acinetobacter, Bacillus v Streptomyces (Sayler et. al., 1978). De
igual manera, los estudios de Fritz y Su (1978) reportaron el aislamiento de 20 especies de
bacterias degradadoras pertenecientes a los géneros: Acefobacter, Acinetobacter, Alcaligenes,
Klebsiella y Pseudomonas.

Es comiin encontrar bacterias adaptadas a la degradaciéon de BPCs en sitios contaminados
por derrames y estuarios varias especies entre las que destacan Aeromonas sp., Pseudomona sp.,
Micrococcus sp., Acinetobacter sp., Vibrio/Aeromonas sp., Bacillus sp., y Streptomyces sp.
mientras que en ambientes marinos y sedimentos solo se han podido aislar dos especies de
bacterias degradadoras de BPCs correspondientes a los géneros Pseudomonas y Vibrio (Sayler te.
al., 1978).

Los microorganismos capaces de realizar la decloracion reductiva se encuentran en
ambientes anaerobios como sedimentos de lagos y rios (Tiedje et. al., 1994).

De los estudios de decloracién realizados bajo condiciones anaerobias se ha podido aislar
un tipo de microorganismo que deshalogena reductivamente compuestos aromaticos clorados
clasificado como anaerobio sulfato-reductor Desulfonile tiedije DCB1 que declora compuestos
alifaticos clorados y halobenzoatos, y aunque no se ha demostrado su capacidad de declorar los
BPCs, ha sido una cepa de gran utilidad en la investigacion de los procesos de decloracion de los
metabolitos generados a partir de la degradacion de los benzoatos y clorobenzoatos (May et. al.,
1992).

Ciertos microorganismos metanogénicos y sulfidogénicos de los sedimentos que utilizan
cloro como aceptor electrénico terminal, involucran la adicion de electrones al enlace C-Cl,
seguido por la perdida de cloro y abstracci6n del hidrégeno por fo que son capaces de declorar
reductivamente diclorobenzoatos principalmente en las posiciones meta y para (Alder et .al.,
1993; Bedard, 1990; Erickson y Mondello, 1991; Havel y Reineke, 1991; Hayase et. al., 1990;
Hemaéndez et. al., 1990; Nawas y Chapatwala, 1991; Nies y Vogel, 1990).

Sylvestre (1980), ha descrito un método para el aislamiento de bacterias que degrada
clorobifenilos de suelos y lodos activados; el método esta basado en rociar soluciones de BPC
sobre una placa de agar previamente inoculada con la muestra ambiental en la cual, la pelicula de
BPC depositada sobre la superficie, realiza la seleccion de las colonias degradadoras de BPCs; las
cepas obtenidas por este método tienen las caracteristicas de ser aecrobias estrictas, Gram
negativas y capaces de utilizar 4-clorobifenil como tnica fuente de carbono.

Los experimentos realizados en suelos por Wong y Kaiser (1975) han demostrado la
estimulacién de crecimiento bacteriano utilizando los Aroclors® 1221, 1242, v 1254 como
fuentes de carbono a concentraciones de 500 ppm. Sin embargo, en los estudios del crecimiento
de Escherichia coli medidos durante 60 dias por la evolucién de CO,; la degradacién es inhibida
a altas concentraciones del Aroclor® 1242 (Nissen, 1973) En los trabajos realizados por
Bourquiny Cassidy (1975) sobre 85 especies de bacterias aisladas de estuarios 26 de ellas fueron
inhibidas por la aplicacién de 0,5 mg/ml de los Aroclor® 1016 y 1242 aplicados en un disco de

X1.5



Capitulo XI Tratamientos Bioldgicos

papel saturado con solvente; de estos, los géneros identificados como sensibles a los BPC
incluyen  Favobacterium, Bacillus, Corynebacterium, Pseudomonas, Achromobacter,
Micrococcus y Serratia de los cuales, gran porcentaje son Gram Positivas; la importancia de este
trabajo radica en que las especies inhibidas son heterotréficas, y por el contrario, en los estudios
de Sylvestre (1980), realizados con 19 colonias diferentes de bacterias aerobias se encontrd que
gran parte de ellas son Gram Negativas y tienen buen desarrollo en para-clorobifenilo o bifenilo
como Unicas fuentes de carbono.

Los estudios de Sayler et. al. (1977), Keil et. al. (1972) v Greer et. al. (1974) realizados
con las especies Achromobacter y Pseudomonas aisladas de lagos demostraron que no fueron
inhibidas con la aplicacion de los Aroclors® 1221, 1242 y 1254 a concentraciones superiores a
0;1 %. Las especies Serratia liquefaciens y Pseudomona aeruginosa (Hamdy,1983) tiene un buen
desarrollo en presencia de 200 mg/ml de BPC ademas, son capaces de resistir concentraciones
superiores de BPCs en buffer de fosfatos, lo que demuestra que pequefias concentraciones de
BPCs pueden estimular el crecimiento bacteriano, pero las altas concentraciones suelen ser
toxicas para la mayoria de los microorganismos.

La especie Alcaligenes sp. puede degradar gran variedad de congéneres de BPCs,
incluyendo pentaclorobifenilos a través de una ruta oxidativa que incluye la produccién de
metabolitos clorados intermedios (Furukawa y Matsumara, 1976); de igual manera, los estudios
de Clark et. al. (1979), han demostrado que los tetraclorobifenilos son degradados por mezclas de
cultivos de Alcaligenes odorans, Alcaligenes denitrificans y una bacteria Gram Positiva no
identificada.

11.2.2, HONGOS

En contraste con las bacterias, existe poca informacion referente a la biodegradacion de
BPCs por Hongos o levaduras. Los primeros estudios fueron realizados con Aspergillus flavus
utilizando el Aroclor® 1242 y 1260. El equipo de investigacién de Wallnofer et. al. (1973), ha
reportado que la degradacion del 4- y 4,4"-diclorobifenilo marcado con H* utilizando Rhizopus
Japonicus sigue la ruta de degradacion por la via de formacién de compuestos hidroxi segin lo
demuestran los estudios de RMN realizados a los metabolitos generados. Se ha demostrado
tambien que la degradacién del Aroclor® 1242 por Aspergillus niger se ve inhibida por los cloros
sustituidos en las posiciones para del congénere 4,4 -diclorobifenilo.

: El hongo de la putrefaccién blanca Phanerochaete chrysosporium, que secreta perdxido
de hidr6geno y enzimas peroxidasas para degradar polimeros de lignina, ha demostrado ser capaz
de mineralizar gran ntmero de compuestos xenobiéticos incluso de Aroclor® 1254. Lo que
sugiere que un sistema lignocelulitico no especifico puede servir para la eliminacién de BPCs
(Higson, 1992b).

En contraste con las bacterias, los hongos utilizan enzimas monooxigensas que incorporan
un atomo de oxigeno molecular dentro del anille mientras convierten el otro en agua el
compuesto intermedio resultante es un epdxido, el cual experimenta hidratacion con agua para
formar un compuesto trans-1,2-dihidro-1,2-dihidroxi intermedio y subsecuentemente un
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compuesto dihidroxi. (Gibson, 1976)-Este;mecanismo es utilizado tambien en la degradacién de
anilinas, acido benzodico y bifenilos (Smith y Rosazza, 1974). En algunos casos se puede
adicionar mas de un grupo hidroxilo, por ejemplo Cunninghamella elegans puede hidroxilar el
bifenilo a 2-hidroxibifenilo, 3-hidroxibifenilo, 4-hidroxibifenilo, 2,4"-dihidroxi bifenilo y 4,4’-
dihidroxibifelino incluso, puede adicionarse un tercer grupo hidroxilo lo cual facilita el
metabolismo de la molécula (Dodge et. al., 1979). El mecanismo de ruprura en la posicion orfo es
¢l mas cominmente utilizado por los hongos pero el acido protocatecuhic formado difiere del
formado por las bacterias en que los acidos 2-carboxi-cis y cis-mucénico son lactonizados a 3-
lactona en los hongos y 4-lactona en las bacterias (Rochkind-Dubinsky et. al., 1986).

En algunos casos ciertos hongos como Trichosporium cutaneum que carece de enzimas
dioxigenasas para degradar los 4cidos protecatequicos, gentisico y homoprotocatequicos utiliza
enzimas hidroxilasas NADH dependiente para metabolizar estos sustratos (Rochkind-Dubinsky
et. al., 1986). El mecanismo de oxidaciéon de los anillos da por resultado un compuesto
intermedio llamado cis-1,2-dihidrodiol que se rompe por dos mecanismos: en posicion orto por
enzimas catecol 1,2-oxigenasas que abren el aniilo entre los carbones con grupos hidroxilos
adyacentes metabolizando la molécula subsecuentemente por la via de los acidos cis-muconico y
cetoadipico hasta acetil-CoA y 4cido succinico. La segunda ruta de rompimiento en meta abre el
anillo en la posicion adyacente a un grupo hidroxilo utilizando enzimas catecol 2,3-oxigenasas
con compuestos acido 3-hidroxi mucoénico como intermedios, 4cido pirivico y un aldehido como
productos finales (Rochkind-Dubinsky et. al., 1986). Aspergillus niger convierte el acido
benzbico a benzaldehido (Shoda, 1980).

Por otra parte, aunque la biotransformacién de BPCs ha sido estudiada ampliamente, no
existe suficiente informacion sobre ia asimilacién de los BPC por las plantas incluso, existen
controversias de como los BPCs son trascolados en las plantas aungue se conocen bien los dafios
que pueden causarle. A este respecto, el equipo de Palt et. al. (1980), ha revisado la
biofransformacion de BPC en sistemas vegetales en suelos colectando microorganismos y
productos de biotransformacion de varios mezclas de bifenilos clorados y preparaciones
comerciales de BPCs sin embargo, los resultados obtenidos no son del todo convincentes.

11.3. BIODEGRADACION AEROBIA DE BPCs

En los trabajos de investigacion realizados hasta la fecha sobre los tratamientos aerobios
aplicados a los BPCs, el rompimiento del anillo se considera una de las mejores rutas de
transformacion en el medio natural (Furukawa y Chakrabarty, 1982).

La principal ruta de biodegradacion aerobia de los BPCs involucra la adicién de oxigeno
en las posiciones 2,3- y 3,4 por el ataque de enzimas dioxigenasas en el anillo no sustituido con
produccién de BPCs hidroxilados seguida por una deshidrogenacion a catecol con ruptura del
anillo (Figura XI- 1) y formacién de compuestos clorados mas sencitlos como el é4cido cloro
benzoico como productos finales (Bedard, 1990; Furukawa, 1979; Nadim, 1988, Masse, 1985).
Con base en los estudios del equipo de Furukawa Chakrabarty (1982), realizados con las cepas
Acinetobacter sp. P6 y Alcaligenes sp. Y42 se establecieron las correlaciones entre la estructura
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del BPC y su biodegradabilidad; denotédndose que ia biodegradacion aerobia, esta generalmente
limitada a los congéneres menos clorados con dos dtomos de carbono adyacentes no substituidos
y es generalmente menos efectiva conforme se incrementa el numero de cloros en la molécula
(Holmes, 1976) ademéas de que la presencia de un anillo no sustituide o menos clorado
incrementa la degradacion llegindose incluso a el rompimiento del anillo; y por el contrario, la
factibilidad de la biotransformacion decrece con el incremento del mimero de cloros en la
molécula haciéndose notorio que los congéneres con cloros sustituidos en la posicion orfo son los
mas resistentes a ser degradados, incluso existen reportes de que el congénere
2,6,2",6tetraclorobifenilo no ha sido degradado. De acuerdo con esto, el grupo de trabajo de
Bedard 1987, demostré que estas observaciones son validas también en los productos de
degradacion de la cepa Corynebacterium sp M1, en contraposicion con esto, la cepa Alcaligenes
euthrophus H850 ha demostrado degradar los isémeros di-orto sustituidos (2,2°- ¢ 2,6,2°,5°-); asi
como también, los isémeros 2,5-diclorobifenilo fueron degradados a cloro benzoato mds
répidamente que los 2,3-diclorobifenilos; se ha demostrado también que la cepa de Pseudomona
sp. L.B400 puede degradar BPCs con carbones adyacentes no sustituidos como el 2,4,5,2°,4°5'-
hexaclorobifenilo (Bopp, 1986).

Se han demostrado varias rutas de degradacién, principalmente en las posiciones meta y
para, de la mayoria de los congéneres del Aroclor® 1242 y de sélo algunos congéneres del
Aroclor® 1254, Sin embargo, en ninguno de ellos existen evidencias aparentes de las decloracién
en posiciones orto (KKoeman, 1993).

El Aroclor® 1260, es menos sensible a ser biodegradado debido a que posee congéneres

toxicos que la inhiben; hasta la fecha no existen evidencias convincentes de su transformacion
aerobia. Sin embargo, los tratamientos anaerobios han probado degradarlos efectivamente (Tiedje
et. al., 1994).
‘ Se han realizado varios trabajos de investigacién sobre biodegradacion de BPCs en
reactores convencionales con sistemas de cultivos de microorganismos en suspensién utilizando
gran variedad de bacterias y hongos aerobios y anaerobios tales como: Escherichia coli
recombinante, Achromobacter sp. Pseudomona aeruginosa, Pseudomona putida, Pseudomona
sp. (grupo acidovorans) Pseudomona paucimobilis, Pseudomona pseudoalcalligenes,
Pseudomona testosteroni, Acinetobacter sp. Corynebacterium sp. Alcalligenes euthropus,
Alcalligenes sp. Alcalligenes fecalis, Arthrobacter sp. Penicillium chrysosporium y Aspergillus
Sflavus que degradan diferentes concentraciones de BPCs con rendimientos aceptables
(Abramowicz, 1990).
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Fig. No.XII-1.- Mecanismo de biodegradacion aerobia de bifenilos policlorados (Abramovicz, 1990).

Recientemente se ha utilizado el hongo de la putrefaccién blanca, Phanerochaete
chrysosporium que produce una enzima extracelular que degrada lignina en presencia de peréxido
de hidrégeno. Esta enzima peroxidasa reacciona con el H,O, para producir un radical oxo-Fe
(1V)-Profirina altamente reactivo que elimina-un electron de anillo aril oxigenado formando un
radical cation aromaético (Evans, 1990).

11.3.1. FACTORES DE LA DEGRADACION AEROBIA

Entre los principales factores que afectan la biodegradacion de los BPCs en el ambiente,
el nimero de atomos de cloro en la molécula es el factor mas significante, ya que el cloro altera
las propiedades resonantes de los sustratos aromaticos y la densidad electrénica de los sitios
especificos en donde se lleva a cabo la oxidacién. Ademas, las posiciones ocupadas por los cloros
tienen efectos de estereoquimica en la afinidad entre las enzimas de transformacion y las
moléculas de sustrato. También, otros factores tales como: su escasa solubilidad en agua,
emulsificacion, falta de nutrientes, y el tipo de matriz (tipo de suelo, sedimento y lodos),
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El pH, temperatura, periodo de incubacién, contenido de metales y sales, agitacion del
reactor, relacién de densidad celular y concentracién del BPC en el reactor son otros de los
parametros principales de control que se debe tener en cuenta para optimizar de la degradacion de
los BPCs hasta con 6 atomos de cloro por molécula (Sharma et. al., 1991).

En los procesos de biodegradacion in situ de BPCs, los microorganismos requieren la
adicion de algiin compuesto similar como nutriente para lograr una degradacién rapida y
completa de los BPCs; la adicién de cosustratos estimula el crecimiento de la poblacién y mejora
su metabolismo facilitando el transporte por las membranas celulares y por lo tanto el ataque
metabolico (Aggarwal et. al., 1991) proceso que ha side comprobado por las investigaciones del
equipo de Baxter et. al. (1975) con la adicion de bifenilo al medio lo que incrementa el grado de
biodegradacion de los congéneres altamente clorados. Se ha demostrado también, que [a tasa de
biotransformacion de los BPCs se incrementa haciendo crecer los microorganismo en emulsiones
de lignina-BPC-sulfonato; el uso de esta emulsién, en el medio de crecimiento, permite a las
células superar los factores de limitacion de sustrato (Floodgite, 1979). Es recomendable también
la adicién de algin otro co-sustrato orgénico por ejemplo glucosa, acetato, metanol o acetona
como donadores de electrones (Nies y Vogel, 1990),

11.3.2, PATRONES DE DEGRADACION

El equipo de Furukawa et. al. (1978), ha estudiado el efecto de los patrones de
sustituciones de cloro en la biodegradabilidad de la molécula de BPC utilizando 33 congéneres y
cepas puras de Alcaligenes sp. y Acinetobacter sp., Tabla XI-1 ambas especies demostraron ser
capaces de metabolizar gran parte de los congéneres de BPC.

Tabla No. XI-1.- Efecto de los patrones de sustitucion de cloros en la biodegradabilidad de varios
Congéneres de BPCs (Furukawa et. al. 1978)
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2,44~ T TGS 40.2

34.3- 15.6 86

F 2,3,4,5- 25.8 T
2.3.5.6- ) )

C 2323 8.7 73
2424~ 0 0

2434 ) 0

2525 0 35

3626~ 0 0

3434 0 o

" H 2.4,5.2,5 - 0.6 0

a.- Suspensi6n en 10 ml de buffer de fosfato (pH 7,5) de una disolucién de 500 ml de cada compuesto en etanel (10mM).
La tasa de transformacién fue caleulada después de 1 h de incubacitn en los mono-, di y triclorobifenilos y de 2 h. para los

tetra-, y pentaclorobifenilos.
b.- El ntimero de células fue de 2X10° células/ml. en Alcaligenes sp. Y 42 y 4.4X10° células/ml, en Acinetobacter sp. P6.

De la tabla superior, sobre las interrelaciones entre Ia estructura quimica y biodegradacién

de los BPCs Furukawa et. al. (1978), realizaron las siguientes conclusiones:

La tasa de degradacion decrece marcadamente conforme se incrementan las sustituciones de
cloro en la molécula.

Los BPCs que contienen 2 atomos de cloros en las posiciones orfo de un anillo (por ejemplo
2,6-) vy en cada anillo (2,2°-) muestran una fuerte resistencia a la degradacién como lo
demuestran los estudios con los congéneres 2,6-, 2,2°+,2,3,6- 2,52"-, 2,3,5,6- y 2,6,2",6'-. Sin
embargo el 2,4,6-triclorobifenilo es Ia excepcion en esta serie de BPCs, ya que éste compuesto
es rapidamente metabolizado por una ruta alternativa utilizando Acinetobacter sp. mientras
que Alcaligenes sp. los metaboliza lentamente por la via de conversion del 4cido 2.4,6-
triclorobenzdico.

Los BPCs que contiene todos los 4tomos de cloro en un solo anillo son degradados mas répido
que aquellos que contiene el mismo niimero de cloros pero en ambos anillos.

Los BPCs que contienen dos atomos de cloro en las posiciones 2,3- de un anillo como los
congéneres 2,3,2°,3"-, 2,3,2°,5°-, y el 2,4,52°.3"- son mucho mas susceptibles al ataque
microbiano comparados con otros tetra- y pentaclorobifenilos. Ademas, los miembros de esta
serie, se metabolizan a través de un pafron alternativo con acumulacién de compuestos de
dificil identificacion.

La ruptura del anillo e¢n la molécula de bifenilo, ocurre en el anillo menos clorado de los dos.

e En el tratamiento aerobio, muchos de los componentes de los Aroclors® mas altamente

clorados son sélo hidroxilados sin llegar a ser mineralizados; sin embargo, ciertos congéneres
altamente clorados no presentes en el Aroclor® 1260 pueden estimular la decloracion.

11.3.3. BIODEGRADACION DE PRODUCTOS COMERCIALES DE BPCs Y
SUBPRODUCTOS METABOLICOS

Varios investigadores han reportado la degradacién de mezclas comerciales de diferentes

congéneres de BPCs con cepas puras y cuitivos mixtos (Clark, 1979). El equipo de trabajo de
Turker et. al. (1975), ha reportado la ripida biodegradacion de mezclas de BPCs comerciales que
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contienen predominantemente mono- y diclorobifenilos con microorganismos de lodos activados;
sin embargo, conforme se incrementa el contenido de cloros en la molécula (tri-, tetra y
pentaclorobifenilos) la tasa de transformacién decrece proporcionalmente. La transformacion a
acido clorobenzdico es la ruta mas comin de la degradacién de BPCs en Alcaligenes sp. Y42 y
Acinetobacter sp. P6 (Furukawa et. al,, 1976y 1979); en congéneres que poseen miltiples cloros;
se lleva a cabo la pérdida de cloros en el segundo anillo durante la formacién de estos metabolitos
tabla XI- 2.

Basados en las observaciones de la transformacién de congéneres puros con Acinetobacter
sp, el equipo de Furukawa et. al. (1980), estudié mediante cromatografia de gases/masas con
monitoreo total de iones selectivo los subproductos metabélicos de varias mezclas comerciales de
Kaneclor®, (KC) 200, 300, 400 y 500 los cuales poseen di-, tri, tetra- y pentaclorobifenilos. Los
resultados mostraron un rapido decremento del tamafio de los picos de los congéneres di- tri y
tetraclorobifenilos y su reemplazamiento por los picos de los productos metabdlicos; entre los
cuales, el dcido monoclorobenzdico fue el predominante en la mezcla de reaccion del KC 200 en
cambio, en el KC 300 se observaron varios productos metaboélicos tales como los acidos mono y
diclorobenzéico, ademds de compuestos di- y triclorodihidroxilados, compuestos de rompimiento
en meta con dos y tres cloros, y productos no identificados formados a partir del 2,3,2",3"- o el
2,3,2",5"-tetraclorobifenilo o ambos. El KC 400 fue también susceptible a la biodegradacion, en
contraste con ¢l KC 500 que fue dificilmente metabolizado a compuestos dihidroxilados.

Tabla XI-2.- Metabolismo de BPC por Alcaligenes sp. Y42 y Acinetobacter sp. P6 (Rochkind-Dubinsky,
1986, adaptado de. Furukawa et. al., 1976, 1978 y 1979).

2-¢lorobifenilo 2-clorabenzoato
3-clorobifenilo 3-clororbenzoato
4-ciorobifenifo 4-¢lorobenzoatoe

2,3-diclorobifenito

2,3-dictorobenzoato

2. 4-diclorobifenito 2,4-diclorobifenilo
2,5-diclorobifenilo Z,S-diclomgi_t'enilo
2.6-diclorobifenilo® 2,6-diclorodihidroxibifenilo y

2,6-diclorotrihidroxibifenilo

3,4-diclorobifenilo

3,4-diclorobenzoato

3,3-diclorobifenilo

3,5-diclorobenzoato

2,3,5-tniclorobifenilo

2,3.4,-triclorobenzoato

2,3,5-triclorobifenilo®

2,3 6-triclorodihidroxibifenilo
2,3 6-diclorotrihidroxibifenilo

2,4,5-triclorobifenilo

2,4,5-triclorobenzoato

2,4,6-triclorobifenilo 2,4,6-triclorobenzoato®
2.4,6-triclorodihidroxibifenilo®
2.4 ,6-triclorotrihidroxibifenito®

2,3,4,5,-tetractorobifenilo 2,3,4,5-tetraclorobenzoato

2,3,5,6-tetraclorobifenilo No informado

2,3,4,5,6-pentaclorobifenilo No informado

2,2 -diclorobifenilo 2-clerobenzoato

2,4’ -diclorobifenilo 2-clorobenzoato

3,3 -diclorobifenilo 3-clorobenzoato

4,4’ -diclorobifenilo 4-¢lorobenzoato

2,44 -triclorobifenilo

2-clorobenzoato y 2,4-diclorobenzoato

2,5,2" -triclorobifenilo

2-clorobenzoato y 2,3-diclorobenzoato

2,5,3 riclorobifenilo

3-clorobenzoato y 2,5-diclorobenzoato
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2,54 triclorobifenilo ' i zoato

3.4,2" ariclorobifenilo 2-clorobenzoato

2,3,2°,3 tetraclorobifenilo 2,3-diclorobenzoato y un compuesto diclorado nol

identificado

2,3,2°,5 -tetraclorobifenilo Diclorobenzoato y un compuesto diclorado nok
identificado :

2,4,2" 4 -tetraclorobifenilo” 2 ,4-diclorobenzoato

2,4.2°,5 -tetraclorobifenilo® Diclorobenzoato

2,4,3" 4 etraclorobifenilo® Diclorobenzoato

2,5,2°,5 -tetraclorobifenilo® 2,5,2",5 -tetractorodihidroxi bifenilo

2,5.3" 4 -tetraclorobifenilo® Diclorobenzoato

2,6,2° 6" -tetraclorobifenilo® No informado

2,4,3° 4 -tetraclorobifenilo® 3,4-diclorobenzoato .

2,4,5,2°,3 -pentaclorobifenilo® 2,4,5-triclorobenzoato ¥y un compuesto triclorado no :

identificado

3,4.5.2.,5 -pentaclorobifenilo”

2 Metabolizado solo por Acinetobacter sp. P6
b Metabolizado solo por dlcaligenes sp. Y42.

Se ha demostrado la presencia de metabolitos que contienen grupos nitro como el 2-
hidroxi-4’-nitro-clorobifenilo y 4-hidroxi-4 -nitro-clorobifenilo cuando de hace crecer una
bacteria anaerobia facultativa B 206 sobre 4-clorobifenilo al cual se le ha afiadido nitrato de sodio
al medio de cultivo como fuente de nitrégeno; este metabolito se interpreta como un resultado de
una reaccién no enzimatica entre un 6xido de areno intermedio y los aniones nitrito y nitrato
(Sylvestre y Fauteux, 1982).

Alcaligenes sp BM2 es capaz de metabolizar mezclas de di-, y triclorobifenilos a
concentraciones de 0.05 % en peso con un rendimiento del 80 % en un solo dia y completamente
metabolizarlo en 3 dias. A concentraciones de 0.25 % en peso, s6lo el 22 % fue metabolizado en
un dia y hasta 29 % en 3 dias.

Bajo condiciones de co-metabolismo se ha demostrado la degradacién de una mezcla de
100 mg/1 de BPCs con di-, tri-, y tetra-cloro bifenilos (41% en peso) con un rendimiento del 70 %
solo en 2 dias y del 80 % en 6 dias. Utilizando un medio mineral minimo, solo un 30 % fue
metabolizado en 6 dias (Yagi y Sudo, 1980).

Se ha informado también la mineralizacién de ciertos congéneres de Aroclor® utilizando
Nocardia sp NCIB 10603 con un rendimiento de degradacion del 60 al 100 % en un periodo de 3
semanas. En el mismo estudio, durante un periodo de 52 dias el Aroclor® 1242 se metabolizé con
un rendimiento del 88 % y en 100 dias se llegd al 95%. En contraste el Aroclor 1216 se
metabolizé con un rendimiento det 96 % en solo 52 dias; el congénere 4-clorobifenilo de dificil
degradacion, se metaboliza solo en co-metabolismo con ¢l Aroclor® 1242 en tan sélo un periodo
de 2 dias con un rendimiento del 50 % (Baxter, 1975). Este mismo compuesto se metabolizd con
rendimiento del 99 % en 30 dias por una mezcla de cultivos obtenida de sedimentos (Kong y
Sayler, 1983).

11.3.4. TRANSFORMACION TOTAL DE BPCs CON PLASMIDOS

Los estudios de Horvath y Alexander (1970), han demostrado que en ambientes naturales,
los consorcios de microorganismos llevan a cabo la degradacion de BPC mdas completamente que
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las cepas puras, y los clorobenzoatos asi formados pueden ser metabolizados por otro tipo de
bacterias tales como géneros de Arthrobacter (Ruisinger et. al., 1976), Brevibacterium (Hovarth y
Alexander, 1971) dicaligenes, (Knackmus y Reineke, 1973) y Pseudomonas (Dom et. al,, 1974;
Hartman et. al, 1979). Por otra parte, la completa degradacion y mineralizacién de los
clorobenzoatos en diferentes ambientes naturales ha sido estudiada por diferentes investigadores;
el equipo de trabajo de Dewey et. al. (1962) ha informado la completa biodegradacién del 4cido
2,3,6-triclorobenzdico en suelos; de igual manera GiGeronimo et, al. (1979), ha reportado que los
organismos de los lodos activados son capaces de degradar los 4cidos orfo, meta y para
clorobenzdicos asi como también el 4cido 3,4-diclorobenzéico de dificil degradacién.

Gran variedad de investigaciones han demostrado que las modificaciones genéticas
incrementan el rango y capacidad de degradacion de los microorganismos. Sin embargo, las
manipulaciones genéticas que pretenden mejorar las cepas de estos microorganismos es
complicada por el hecho de que la mayoria de los residuos peligrosos no se degradan de forma
completa con una sola reaccién enzimatica; y requieren varias rutas de varios pasos para lograr
una mineralizacién completa y efectiva.

Una de las aplicaciones mdas importantes de las técnicas de biologia molecular consiste en
la transferencia de uno o més genes de un organismo a otro. Esta transferencia genética introduce
nuevas capacidades metabdlicas en el organismo huésped por medio de genes que codifican la
transformacién de moléculas complejas. Se han transferido tambien con éxito los genes para la
transformacién de los compuestos catecol de Pseudomona sp B13 a la cepa Pseudomona putida
BNI10 que degrada bifenilos logrando asi una linea de degradacion del bifenilo y compuestos
catecol en un mismo microorganismo (Reineke y Knackmuss, 1979).

La conjugacién, es otro de los métodos que consiste en trasladar la informacién genética
deseada desde un organismo a otro. Se trata de un proceso natural mediante el cual se trasladan
uno o mas genes desde un organismo a otro, este sistema de transferencia genética es 1til para
introducir DNA nuevo en un huésped que ya contenga alguna de las propiedades deseables para
degradar un rango de sustratos mas amplio, o para que desarrolle nuevas actividades enzimaticas.
El primer experimento realizado con este método, fue la introduccién de rutas metabdlicas
hibridas utilizando el plasmido TOL introducido por conjugacion en microorganismos que
degradan compuestos arométicos halogenados (Reineke y Knackmuss, 1979 y 1980). Los
trabajos realizados con la cepa Pseudomonas sp B13 han demostrado que la ruta metabolica
posee una enzima para degradar el 3-, y 4-clorobenzoato a través de la ruta catecol pero es
necesario ampliar la especificidad de la primera enzima de la ruta metabélica para que pueda
degradar los compuestos formados; esta barrera metabélica fue superada mediante la
transferencia y conjugacién del pldsmido 7OL, y la codificacién de una enzima benzoato
dioxigenasa en la cepa receptora.

Existen varias técnicas y procesos para realizar la transferencia genética; el uso de
plasmidios denominados "vectores de expresién" es uno de ellos; este proceso se inicia con una
secuencia promotora capaz de dirigir la transcripcion en uno o mas lugares de clonacion, por
ejemplo la introduccién de genes que codifican la ruta para la transformacién de ciertos
congéneres de BPCs en un plasmido de alto grado de replicacion; los genes y las células que
llevan éste vector, muestran una sintesis para la actividad degradadora de BPCs (Mondello,
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1989); de igual manera, se han ¢lonado-losigenes especificos para la produccién de la enzima
tolueno dioxigenasa de Pseudomona putida F1 introducida en Escherichia coli para la
degradacién de gran variedad de sustratos entre los que se incluyen tolueno, fenol, cresol,
clorobenceno, diclorobenceno, xilenos, naftalenos, bifenilos y algunos diclorobifenilos (Zylstra y
Gibson, 1989).

Los plasmidios también pueden enriquecer la especie bacterial con la habilidad de
catalizar varios hidrocarburos y otros compuestos organicos. La conversion del 4-clorobifenilo a
acido 4-clorobenzdico por un plasmido “codificador” ha sido demostrada en Klebsiella sp.
(Kamp, 1979). Los estudios de Furukawa et. al. (1982) han demostrado que el plasmidio pKFI
introducido en las especies Acinetobacter sp y Arthrobacter sp. especifica el catabolismo del
bifenilo y clorobifenilo a benzoato y clorobenzoato.

En la misma linea de trabaijo, los equipos de Hartman et. al. (1979) y Chaterjee et. al.
(1982), han demostrado que la infroduccién de los plasmidios TOL y pAC25 especifican la
degradacién del cloro benzoato y subcompuestos subsecuentemente en un quimiostato mediante
el desarrollo de cadenas que pueden rapidamente utilizar los acidos 4- y 3,5-diclorobenzédico. En
estos procesos, la bacteria Pseudomona putida capaz de degradar el 4-clorobenzoato puede
acoger ¢l plasmido pAC27 mientras que las cepas degradadoras del 3,5-clorobenzoato acogen el
plasmido p4C31 (Chatterjee et. al., 1982). Ambas cadenas tienen una porcién del TOL en et
cromosoma y ambos pldsmidos especifican la codificacién para el patrén correspondienie de la
degradacion de los compuestos 4- y 5-clorocatecol.

Un cultivo combinado de Acinetobacter sp. y Arthrobacter sp. que permiten méas del 98%
de utilizacién de mono o diclorobifenilo con liberacion de cantidades equivalentes de iones cloro
acogen el plasmido putatitivo 53 Mdal especificado para la conversion de los clorobifenilos a
acido clorobenzdico. Existen también cepas de Pseudomonas sp. genéticamente construidas para
utilizar mono o diclorobenzoatos que acogen plasmidios codificadores para la utilizacion
completa de mono o dicloro benzoatos (Furukawa et. al, 1982).

El método de mutagénesis UV incrementa la transformacion de los compuestos orgénicos
clorados mediante la introduccién continua de mutaciones inducidas por radiacion. La
mutagénesis y seleccion son utilizadas para ampliar la especificidad del sustrato de una enzima o
de una ruta degradadora completa; a nivel laboratorio se¢ ha desarrollado un dispositivo en una
camara de flujo continuo de radiacién UV conectada a un biorreactor, que continuamente
selecciona los microorganismos capaces de crecer a costa de los acidos 4-clorobenzoico, 2,4-
clorobenzoico y de otros compuestos organicos clorados (Levin y Gealt, 1997).

Los transposones son unidades de DNA de diversos tamafios y complejidad, que se
autoincertan en varios lugares del genoma bacteriano combinando funciones que son codificadas
por los propios transposones. Una ruta metabdlica que emplea transposones es la ruta catabélica
det clorobenzoato que utiliza el transposon 7r5271 el cual permite el crecimiento del organismo
huésped sobre el 3- y 4-clorobenzoato (Nakatzu et. al., 1991); Ademas, se pueden introducir en
diferentes bacterias huéspedes durante 1a adaptacion a la presencia de 4-cloro anilina. (Fulthorpe
y Wyndham, 1992). Estos transposones se han utilizado para introducir nuevas funciones
genéticas que amplian la especificidad de las vias metabdlicas por ejemplo, los genes de la cepa
de Pseudomona sp. P51 que contienen la enzima cloro benceno dioxigenasa son utilizados como
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un elemento transposable, 725280 con el fin de ampliar el rango degradador de varios organismos
receptores (DanRur et. al.,, 1991).

, Otra estrategia, es la combinacién de genes de rutas separadas de degradacién para

producir rutas hibridas de degradacién que se pueden aplicar al uso de genes clonados
especificamente disefiados para un catabolismo especifico; esta aplicacion, tiene algunas ventajas
sobre las cruzas convencionales de construccién de cadenas con nuevas propiedades catabélicas,
por ejemplo los clones de fragmentos de DNA que poseen caracteristicas especificas para la
transformacion de un determinado compuesto o bien, el uso de fragmentos de DNA que contiene
los genes esenciales para evitar la mutacién por accién del compuesto (Reineke et. al., 1988). La
combinacién de cadenas capaces de degradar BPCs y clorobenzoatos que permiten la total
transformacién de mono y diclorobifenilos es un ejemplo del rol que juegan varios plasmidos en
la mineralizaci6n total de algunos compuestos clorados,

Los estudios realizados por Khan (1988 y 1989) en la clonacion de Escherichia coli con
genes codificadores de Pseudomona putida OU83 para la metabolizacion del 4-cloro bifenilo a 4-
clorobenzoato fue necesario utilizar la enzima endonucleasa Hind III en combinacion del vector
pCI3; los fragmentos se ligaron dentro del sitio Hind Il de Escherichia coli. En la misma linea
de trabajo, Mondello (1989), realizé la clonacién de genes bphABCD de Pseudomona sp. LB400
con mapeo de restricciones para los genes bph los cuales son diferentes de los genes KF715 de
Pseudomona putida. El genoma LB400 se construyd a partir del plasmidio pMMB34 y
Escherichia coli. El plasmido asi formado, posee ¢l gen codificador para la conversion de BPCs a
clorobenzoato y recibe el nombre de pGEM410.

Se ha logrado tambien la clonacion de los genes de la cadena Pseudomoena testosteroni
B356 especificada para la transformacién de! 4-clorobifenilo a 4-clorobenzoato dentro de
Pseudomona putida KT2440 utilizando el plasmido pS4842.

Las investigaciones anteriores son un excelente ejemplo del uso de la conjugacién y
seleccion para mejorar las propiedades de un microorganismo activo frente al tratamiento de los
BPCs; aunque se han obtenido buenos resultados en laboratorio, los estudios a escala real todavia
estan en fase de desarrollo (Giamporcaro, 1997). Por otra parte, el uso de los microorganismos
manipulados por ingenieria genética presenta una gran oposicién y presion por parte de los
sectores criticos profesionales preocupados por que estos productos puedan ejercer un impacto
adverso sobre el ambiente. La presion es tan fuerte que hasta la fecha, no se ha realizado ningin
ensayo real para degradar residuos peligrosos con microorganismos manipulados en campo
(Levin y Gealt, 1997).

+

11.4, DEGRADACION DE COMPUESTOS RELACIONADOS CON LA
BIODEGRADACION DE BPCs

En todo proceso de investigacidn es importante conocer la degradacin de los
subcompuestos formados en tratamiento biologico de cualquier compuesto para establecer las
rutas y concretar las lineas metabdlicas a desarrollar en los reactores bioldgicos a efecto de evitar
los posibles efectos de toxicidad por metabolitos generados y establecer un segundo tratamiento
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secuencial. La biodegradacion de los bifenilos policlorados esta relacionada con gran cantidad de
compuestos entre los que destacan:

11.4.1, BIFENILOS

Gibson et. al., (1973) y Lunt y Evans (1970), han demostrado que Bejjerinckia sp degrada
los bifenilos iniciando con la hidroxilacién de los carbones 2 y 3 de uno de los anillos y
rompimiento de la posicién meta de dos maneras: por el rompimiento del anillo entre los
carbones 3 y 4 para rendir un compuesto semialdehido 2-hidroxi-3-fenilmuconico y
subsecuentemente un acido fenil pirivico. Y por el rompimiento del 2,3-hidroxibifenilo entre los
carbones 1 y 2 para formar el 4cido 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienoico y posteriormente el
acido benzéico (Catelani et. al., 1973 y 1974). El rompimiento de la posicion meta del anillo
dihidroxilado se lleva a cabo en entre el carbon angular y el grupo hidroxilo adyacente.

11.4.2. BENCENO

Ademias de los estudios de mineralizacion parcial de los anillos de benceno bajo
condiciones fermentativas-metanogénicas (Vogel y Grbic-Galic, 1986; Grbic-Galic y Vogel,
1987), los estudios de Colberg v Young (1995) han demostrado su biotransformacion bajo
condiciones anoxicas.

11.4.3. BENZOATO

Taylor, 1970, fue el primero en describir la cepa Alcaligenes xylosoxidans PN1 como
capaz de degradar benzoatos utilizando nitratos (NO;) como aceptores de electrones. De igual
manera, los estudios de Williams y Evans (1973 y 1975) han demostrado que Moxerella sp
mineraliza benzoato durante la reduccion de nitratos mediante la descarboxilacién a catecol y
subsecuente metabolizacién por la ruta orto.

11.4.4. ACIDO CLOROBENZOICO

Los acidos clorobenzdicos se introducen en el medio ambiente como un producto de fa
degradacion de los bifenilos policlorados (Ahmed y Focht, 1973). Los 4cidos clorobenzébicos
pueden ser metabolizados por las bacterias a varios productos intermedios; el mecanismo més
comiin es su conversion a clorocatecol que mediante la rupfura en la posicién meta se transforma
a compuestos semialdehidos y cloromucénicos de dificil metabolizacion; por ejemplo, la ruta de
rompimiento en meta del 3-clorocatecol inactiva la accion de la enzima meta- protocatecasa
causando la acumulacion de compuestos clorocatecol que no puede ser mineralizado y cuyo
incremento de concentracion llega a ser tdxica para las bacterias. Por el contrario, la ruta de
rompimiento orfo por la enzima orfo- protocatecasa da por resultado la formacion de un acido
mucdnico clorado que es cicloisomerizado con fa subsecuente eliminacién de ion cloruro (CI) y
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finaimente mineralizado. Para lograr esto, se han realizado estudios de hibridacion de cepas de
Pseudomona BI3, P. putida con el plasmido TOL capaz de mineralizar un amplio rango de dcidos
clorobenzdicos. Existe ademds, la ruta de hidroxilacién comin de los compuestos arométicos
para formar compuestos catecol (Rchkind-Dubinsky et. al., 1986).

Se ha reportado también, otra ruta en Pseudomona sp y Arthrobacter sp por la cual, el ion
cloruro se reemplaza por un grupo hidroxilo directamente dando por resultado un écido
hidroxibenzdico no clorado que puede ser ficilmente metabolizado (Risinger et. al., 1976).

Estudios realizados con hongos especificamente Aspergillus niger creciendo en écido 2-
cloro y 3-clorobenzéico han demostrado su facil metabolizacién (Shailubhai et. al,, 1984).

En los proceso anaerobios, la decloracién reductiva es la ruta principal que convierte el
4cido 3-clorobenzoico a acido benzdico como compuesto intermedio y finalmente a metano y
CO, (Suflita et. al.,1982). De igual manera, las consorcios anaerobios actlan sobre 4-
clorobifenilo, 4cido 2,5-dinitrobenzdico y 4-cloroanlina (Jacobson et. al., 1981).

11.4.5. CLOROBENCENOS

Los clorobencenos se utilizan como diluyentes de BPCs en transformadores y capacitores
eléctricos, por lo cual es muy comin encontrarles en conjunto y dificilmente separarles de ellos
(Marinucci y Bartha, 1979). La mayoria de la informacién que existe sobre del metabolismo de
los clorobencenos provienen de estudios realizados en suelos y consorcios de microorganismos
informacidn existente sobre rutas metabdlicas con cultivos puros es muy escasa; sin embargo, los
clorobencenos que contienen menos de 5 cloros se pueden mineralizar por poblaciones de
Pseudomona putida previamente aclimatada con formacién de compuestos clorocatecol (Gibson
et. al., 1968) o clorofenoles (Ballschmiter et. al., 1977) como productos principales de su
degradacion, los cuales se pueden metabolizar facilmente por la ruta de ruptura en orto (Reineke
et. al., 1984),

Los cloro bencenos menos clorados son dificiles de determinar en los biorreactores debido
a su pérdida por volatilizacion (Wakeham et. al., 1983),

La degradacién aerobia de los clorobencenos ha sido demosirada por diferentes
investigadores con diferentes procesos pero estd limitada por el nimero de cloros en el anillo
siendo los tetra-, penta-, y hexaclorados los més facilmente degradados por la via clorocatecol
(Haggblom, 1992). Sin embargo, Bouwer y McCarty (1985) ha demostrado la degradacion de los
tri-, di~, y monoclorobencenos utilizando biopeliculas aerobias desarrolladas en acetato después
de un periodo de aclimatacion previa de la biomasa al contaminante.

La decloracién reductiva de los di-, y triclorobencenos a monocloro benceno ha sido
demostrada en reactores de columna conteniendo sedimentos anacrobios del Rio Rhin utilizando
acidos aliféticos, glucosa o alcohol como donadores de electrones para la poblacién metanogénica
( Kuhn, 1985; Bosma et. al., 1988; VanDer Meer et. al., 1992).

Fathepure y Vogel (1991) han demostrado la deshalogenacién de hexaclorobenceno a di-
y triclorobenceno seguida de la mineralizacion aerobia a CO, y productos no voidtiles en un

XI-18



rd

Cai . i - Tratamientos Bioldgicos

proceso secuencial anaerobio-aerobio cofi la adicion de glucosa, metanol y acetato como fuente
primaria de carbono.

11.4.6. CLORONITROBENCENOS.

La degradacion del cloronitrobenceno por hongos se ha estudiado ampliamente en la
detoxificacién de los fungicidas (Corbett, 1981).

El metabolismo dei 4-cloronitrobenceno involucra una reduccién secuencial para formar
4-cloronitrosobenceno y subsecuentemente 4-clorofenilhidroxilamina que se puede metabolizar
por dos mecanismos; la ruta principal, es la reduccion posterior a 4-cloroanilina seguida por
acetilacién para producir un compuesto 4-cloroacetanilida como €l mayor metabolito acumulado
en el medio de cultivo. El mecanismo alternativo, involucra el cambio de el grupo hidroxilo por
el de nitrégeno al carbono (llamado rearreglo Bamberger) dando por resultado compuestos 4-
hidroxi anilina y 2-amino-5-clorofenol. La 4-hidroxianilina involucra la perdida de un ion cloruro
y la subsecuente acetilacion dando por resultado también la formacién de 4-hidroxiacetanilida.
De igual manera el pentacloro nitro benceno se metaboliza a pentacloroanilina por Strepfomyces
aureofaciens, Rhizoctonia solani, Fusarium oxysporum y muchos otros géneros de actinomicetes
(Chacko y Loockwood, 1966; Nakanishi y Oku, 1969). Y Rhodosporidium sp creciendo en 4-
cloronitrobenceno produce varios metabolitos (Corbett, 1981).

11.4.7. ANILINAS

Rhodococcus sp.AN-177 utiliza anilina como tnica fuente de carbono y energia
metabolizandola exclusivamente a catecol por la ruta orto (Kaminski et. al. 1983). En contraste
con Pseduomona SB3 que utiliza dos rutas enzimaticas; una con una enzima pirocatecasa de
rompimiento en meta y la otra con una enzima deshidrogenasa que actia sobre los compuestos
semialdehido hidroximuconicos. De igual manera, Nocardia sp. y Pseudomona sp. convierten las
anilinas a catecol por un sistema de enzimas dioxigenasas (Walker, 1969). Eadsford (1985), ha
informado sobre varios compuestos xenobibticos aminados son metabolizados por enzimas
aminohidrolasas, L-amino-acido-oxidasas y transaminasas involucradas en la ruptura hidrolitica
de un oxiareno por una hidrolasa epoxida seguida por una oxidacién rindiendo compuestos —
butoxy- y oxoécidos.

11.4.8. CLOROANILINAS

Las anilinas mono sustituidas particularmente las 3- y 4-cloroanilinas se utilizan como
unica fuente de carbono por algunos microorganismos como P. putida, Pseudomona sp,
Alcaligenes faecalis, Rhodococcus sp. y Paracoccus sp. (Bollag y Russel, 1976; Janke et. al.,
1984; Surovtseva et. al., 1981; You y Bartha, 1982; Zeyer y Kearney, 1982). La ruta metabdlica
involucra el rompimiento en la posicidn orfo convirtiendo asi la 3,4-cloroanilina a 4,5-
diclorocatecol y finalmente a 4cido succinico por la ruta de rompimiento en posicién meta
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andloga al proceso de degradacién de las anilinas. Sin embargo, la dicloroanilina se puede
metabolizar por un mecanismo diferente con formacién de compuestos dicloroformilanilina
(Kearney y Plimmer, 1972; You y Bartha, 1982). Existe también un estudio que sugiere que el
grupo amina es removido sin oxidacién de los aniilos (Zeyer y Kearney, 1982; Rochkind-
Dubinsky et. al., 1986).

El metabolismo de la 4-cloroanilina por hongos como Fusarium oxysporum sigue varias
rutas; la principal de ellas es la N-hidroxilacién; las moléculas asi hidroxiladas como la 4-
cloroanilina son relativamente inestables y facilmente convertidas a 4-clorofenoxi- hidroxilamina,
la que posteriormente se convierte a 4-clorgnitrosobenceno y 4-cloronitro benceno y en algunos
de los pasos el ion cloro se elimina durante la reaccién (Kaufinan et. al., 1973).
¥ Arjmand y Sandermann (1985 y 1986) demostraron la habilidad de P. chrysosporium para
mineralizar gran variedad de compuestos aminoaromdticos como cloroanilinas, anilinas y 2,4,6-
trinitrotolueno.

11.5. TRATAMIENTOS ANAEROBIOS

Debido a su hidrofobicidad, los BPCs tienden a transferirse y a acumularse en ambientes
anaerobios donde los procesos de deshalogenacion reductiva, por ejemplo rompimiento reductivo
del enlace carbén-hal6geno puede ser un importante proceso de biotransformacion (Alder et. al.,
1993), aunque el grado de biodegradabilidad de la molécula estd en funcién de la estructura
aromatica y la posicién del halégeno.

La degradacién bajo condiciones anaerobias se lleva a cabo bajo dos patrones: la
decloracion reductiva via orto> meta> para con reactividad de los congéneres dependiendo del
potencial de reduccidn y la decloracion via meta > para las cuales molecularmente son las mas
importantes (Brown et. al., 1987).

Los BPCs mas toxicos, son los congéneres con-caracteristicas similares a las dioxinas que
se encuentran sustituidos en las posiciones meta y para de cada anillo y con no mas de una
posicion orto por ejemplo los congéneres 3,3",4,4°-, 2,3,3',4,4'- 0 2,3",4,4’5- clorobifenilo; la
degradacién anaerobia de los cloros en meta y para elimina su toxicidad (Quesen et. al., 1988).

. El estudio de la degradacién anaerobia de los BPCs, surgié mediante el andlisis de la
biodegradacién natural que ocurre en sedimentos de los rios; este tipo de biotransformacién
realiza la decloracién de los BPCs reduciendo el contenido de los 4tomos de cloro en la molécula
principalmente en las posiciones meta y para del anillo bifenilico dejando intacto el anillo y con
menos cloro, incluso en ciertas ocasiones llega a romperlo (Boyle, 1992). Los resultados
obtenidos de las investigaciones en laboratorio, han permitido determinar los patrones de
decloracion anaerobia de los diferentes congéneres de BPCs; sin embargo, estas predicciones en
ambientes naturales no son tan ficiles ya que las diferentes condiciones ambientales, asi como las
caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas del sitio interfieren grandemente (Evans, 1990).
La mayoria de los BPCs coplanares que se encuentran en las mezclas comerciales son
estructuralmente similares a las 2,3,7,8-tetraclorodibenzo—p-dioxinas y poseen una toxicidad
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similar que depende del nimero ‘de’cloros en las posiciones meta y para del anillo. En los
Aroclors®, los 4tomos cloro son removidos preferencialmente del anillo en las posiciones meta y
para mientras se preservan las posiciones orfo (Quesen et. al., 1988). Si bien, la remocion de los
atomos de cloro en las posiciones meta y para (Quesen ¢t. al., 1988; Nies et. al., 1990) aunque no
reducen la concentracién molar de los BPCs, pueden reducir su toxicidad para los mamiferos,
ademés de hacerlos mas facilmente biodegradables por microorganismos aerobios (Fava et. al.,
1993). Los estudios de VanDort y Bedard (1991) han demostrado que puede llevarse a cabo la
decloracién en la posicion orto si la comunidad bacteriana se induce primero por la adicion de
congéneres meta enriquecidos. Por otra parte, los congéneres orto sustituidos existen solo en muy
poca cantidad en las mezclas de Aroclor® por lo que se ven reducidos los riesgos de toxicidad
para los microorganismos (Tiedje et. al., 1994).

Los estudios de Tiedje et. al. (1994) han dilucidado la existencia de tres patrones de
decloracion anaerobia: a) solo posiciones meta, b) sélo posiciones para, c) ambas posiciones
meta y para y d) aunque no es muy frecuente, se ha informado también, la transformacién de al
menos una posicién orfe como sucede en el 2,3,5,6-tetraclorobifenilo (Van Dort y Bedar, 1991).

Los estudios realizados por Quesen et. al. (1988 y 1990) y Nies y Vogel (1990) sobre la
transformacion anaerobia en sedimentos del Rio Hudson y de Silver Lake contaminado con los
Aroclors® 1242 y 1260 a concentraciones de 700 ppm demostraron la decloracion reductiva de
los congéneres altamente clorados principalmente en las posiciones mefa y para y la
correspondiente acumulacién de los congéneres menos clorados principalmente de sustitucion en
la posicion orto removiéndose el 53 % del total de cloro de la molécula en un perfodo de 16
semanas; resultados similares fueron obtenidos en los trabajos de Ye et. al. (1992), y Rhee et. al.
(1989) con la unica diferencia de la falta de acumulacién de congéneres monoclorados observada
por Quesen et. al. (1989) ademas de que los cultivos utilizados demostraron tener una preferencia
por la decloracion en las posiciones mefa (Ye et. al., 1992).

Los patrones de transformacion de los congéneres indican que las poblaciones nativas de
los sedimentos de rio Hudson contaminados con BPCs son capaces de atacar un amplio espectro
de congéneres, incluyendo los pentaclorados en un periodo de 7 meses. Una caracteristica de la
transformacion es la ausencia de cloros adyacentes en ambos anillos del bifenilo (Rhee et. al.,
1989).

En los estudios de Van Dort y Bedard (1991), sobre las rutas de transformacion, la mayor
ruta de decloracion fue del 2,3,5,6-clorobifenilo (CB) a — 2,3,6-CB a — 2,6-CB. (Patrén 1 de la
Figura XI-2); pero existen otras rutas posibles de formacion del 2,5-CB; por ejemplo, la pérdida
simultanea de ambos cloros es tedricamente posible, pero no existen precedentes biolégicos para
este tipo de decloracion; es mas comin que los cloros se eliminen secuencialmente por cualquier
o ambas rutas posibles del 2,3,5,6-CB a — 2,3,5-CB a — 2,5-CB (patron 2) o por la ruta del
2,3,5,6-CB a — 2,3,6-CB (idéntica a la ruta del 2,5,6,-CB) a — 2,5-CB (patron la). Sin embargo,
el patrén 1 es al parecer, ¢l mas viable. Estos patrones podrian explicar ja existencia de varias
poblaciones de microorganismos que decloran BPCs secuencialmente en los sedimentos.

Es importante hacer notar que la inica decloracion en la posicién orfo es la del isomero
2,3,5,6-CB. Sin embargo, la presencia de uno o mas atomos de cloro en la posicién orfo fue la
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principal causa de la disminucion de la transformacién de los congéneres hepta y hexaclorados y
de los congéneres recalcitrantes 2-clorobifenilo en los estudios realizados por Fava et. al. (1993).
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Fig. No. XI-2.- Rutas de decloracion prouestas para el 2,3,5,6-clorobifenilo (-CB) mostrando la distribucicn molar y
Tos productos de la decloracion (VanDort y Bedard, 1991).

11.5.1, RUTAS DE DECLORACION

Se acepta ampliamente que los Aroclors® son declorados por la perdida de los cloros en
las posiciones meta y para, pero esto es una simplificacién muy ligera ya que existen multiples
factores que gobiernan con exactitud la posicién que sera declorada.

Los patrones de decloracion se pueden describir como la serie de reacciones que indican
cudles congéneres se utilizan como sustratos, qué cloros pueden ser removidos de esos
congéneres y el orden en el cual se remueven por ejemplo: las reacciones que definen un tipo
especifico de decloracién meta se refieren como un proceso o actividad M, y el congénere de
BPC resultante pertenece al patrén M; en algunos casos, los patrones de decloracion reflejan la
actividad combinada de dos o mas procesos distintos de decloracion (Bedard y Quesen, 1995).
Existen aparentemente seis distintos procesos de decloracién microbiana que pueden ocurrir

X1-22



Capitulo X1 Tratamientos Bioldgicos

separadamente o en combinacion, los cuales se pueden identificar por medio del analisis de los
congéneres progenitores y los correspondientes productos generados (Bedar y Quesen; 1995).

El indicador mas sensitivo de la decloracion es la presencia de productos de decloracion
tipicos de BPCs en proporciones no encontradas en los estandares de los Aroclors® comerciales
que pueden diferir dependiendo de los tipos de congéneres presentes y de la especificidad de la
decloracion, por ejemplo los congéneres 2-CB (2-CloroBifenilo); 2,2°-CB; 2,3-CB; 2,4-CB; 2-4-
3CB; 2,5-3CB; 2,6,2°-CB; 2,6,3-CB; 2,6,4-CB; 2,4,2",4°-CB; 2,4,2",5-CB; 2,4,2" 6-CB; 2,5,2".,5'-
CB y 2,5,2,6-CB. Un segundo indicador de decloracién es el decremento selectivo de los
congéneres gue comparten la misma configuracion de cloros en un anilio 0 que comparten una
misma forma comiin, como por ejemplo una molécula de cloro en posicién para en el mismo
lado.

De los principales estudios de decloracion realizados en laboratorio, los trabajos de
Quesen et. al. {1988 y 1989) demostraron la decloracion reductiva de la mayoria de los
congéneres de los Aroclor® 1242, 1248, 1254 y 1260 con microorganismos anaerobios obtenidos
de los sedimentos de los Rios Hudson y Silver Lake; los microorganismos del Rio Hudson
removieron todos los cloros de las posiciones meta y para de los Aroclors® 1242, 1248 y 1254,
proceso de decloracién conocido como proceso C (Brown et. al. 1984 y 1987). En contraste con
esto, la decloracién del Aroclor® 1260 por los mismos microorganismos fue realizada por el otro
proceso mucho mas selectiva (proceso H) (Quesen et. al., 1990; Brown et. al., 1990).

La decloracién de los Aroclors® 1242 y 1260 con microorganismos de los sedimentos de
Silver Lake rindieron una distribucion de congéneres diferente a los realizados por los del Rio
Hudson (Quesen et. al., 1990) por lo que Brown (1990) propuso que existen diferentes
microorganismos con caracteristicas especificas para declorar BPCs en sedimentos contaminados
confirmado en las dos diferentes localidades. Al mismo tiempo, muchas otras investigaciones de
laboratorio reportaron la deshalogenacion de BPCs y bifenilos polibromados con diferentes
microorganismos de sedimentos anaerobios (Nies y Vogel, 1990; VanDort y Bedard, 1991; May
et. al. , 1992; Morris et. al., 1992 a, b, y 1993; Ye y Quesen, 1992; Alder 1993; Abramowicz et.
al,, 1993; Bedard, 1993; Boyle, 1992; Fava et al, 1993; Rhee et. al., 19932 b,c; Williams y Evans,
1994).

Los experimentos se realizaron con la adicidn de congéneres de BPCs a los sedimentos
anaerobios con el objeto de determinar las rutas por las cuales los congéneres se decloran, el
efecto de la sustitucién de los cloros en los patrones de reactividad, las capacidades de
decloracion de la poblacién microbial y los productos terminales de la decloracion de BPCs.

El equipo de investigadores de Brown et. al. (1984) presentaron evidencias de la
decloracién de BPCs en sedimentos acuaticos de varias ofras localidades como Silver Lake,
Sheboygan River, Waukegan Harbor, Acushenet Estuary y Hoosic River. Se propuso también que
los diferentes patrones de decloracién son resuliado de la accién de diferentes enzimas con
diferente selectividad por distintos congéneres similares a las enzimas responsables de Ia
decloraci6n de los clorobenzoatos y clorofenoles (Suflita et. al., 1982; Boyd et. al. 1983). Brown
et. al. (1987) propuso que las bacterias anaerobias que poseen tales enzimas pueden utilizar
BPCs como aceptores de electrones y utilizando la energia de 1a decloracién. Finalmente, Brown
et. al. (1987) puntualizé que los congéneres remanentes de la decloracién parcial de las mezclas
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de Aroclor® en los sedimentos acuaticos se agotaron especialmente aquellos relacionados con la
induccion de los citocromos P,,; o de alta toxicidad para los mamiferos.

El metabolismo de los anillos arométicos en ausencia de oxigeno molecular puede
realizarse también por otras formas: a) a través del fotometabolismo anaerobio; b) bajo
condiciones reductoras de nitrato en cultivos mixtos y por cepas puras de Bacillus sp.,
Pseudomonas sp., y Moraxella sp., ¢) con sulfato como aceptor de electrones, d) en consorcios a
través de fermentacién con metanogénesis y e) a través de fermentacion (Sleat, 1984),

Existe poca informacion acerca de los microorganismos responsables de la
deshalogenacion del grupo arilo pero las investigaciones de Mohn y Tiedje (1992), han podido
aislar y estudiar en detalle un microorganismo llamado Desulfonile tiedje que deshalogena
benzoatos pero no BPCs. Sin embargo, las caracteristicas fundamentales que exhibe D. tiedje en
la deshalogenacion del grupo arilo, pueden ser vélidas para otras cepas deshalogenadoras. Entre
ellas se encuentran: 1) la deshalogenacién reductiva. del grupo arilo estd catalizada por enzimas
inducibles, 2) estas enzimas exhiben distintas especificidad de sustrato, 3) la funcién
deshalogenadora del grupo arilo es un caracterfstica de comunidades sintréficas y es dependiente
de ellas, 4) las bacterias deshalogenadoras del grupo arilo obtienen energia del metabolismo de la
decloracién reductiva ( Mohn y Tiedje, 1992)

La especificidad de la decloracién microbiana varia ampliamente ain dentro del mismo
sedimento; existen al menos cinco factores que determinan si un cloro se puede remover de un
congénere particular en cada sedimento: 1) la poblacién microbiana presente, 2) la posicién (orto,
meta o para) del cloro en relacidn al anillo fenilo opuesto, 3) la configuracién de cloros
circundante, 4) la configuracién de cloros en el anillo opuesto y 5) las condiciones de incubacién
(tipo de Aroclor, temperatura, disponibilidad de aceptores de electrones, salinidad, aceites, y otros
contaminantes presentes (Bedard y Quesen, 1995).

El primer informe de la evidencia de la transformacion anaerobia de subcompuestos
formados de la degradacién de BPCs lo presentaron Horowitz (1982) y Suflita et. al. (1982)
utilizande consorsios microbianos aislados de lodos residuales capaces de degradar cloro
benzoatos sustituidos en la posicién meta. La reaccion més interesante de transformacion es la
pérdida de cloro sin ruptura del anillo aromatico y la decloracién ocurre solo bajo condiciones
metanogénicas. Sin embargo, ciertos microorganismos involucran sistemas enziméticos que
degradan las estructuras del anitlo (Evans, 1990) y cuando todos los atomos de cloro se eliminan
sucesivamente, la ruptura del anillo produce metano y diéxido de carbono (Zaitsev Karasevich,
1982).

Kong v Sayler (1983), ha reportado estudios de mineralizacién total (definida como la
destruccidn total del anillo cloro bifenilico) en el 4-clorobifenilo pero no para el 2-clorobifenilo
en investigaciones llevadas a cabo con una mezcla de cultivos en sedimentos de varios ambientes
naturales. Los compuestos catecol que se producen durante la biotransformacién aerobia nunca se
encontraron como intermediarios durante la transformacidn anaerobia de los anitlos (Evans,
1990); incluso los pequefios porcentajes de CO, que se producen indican la completa
mineralizacién del anitlo de carbono.
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'Los microorganismos anaercbios utilizan BPCs como aceptores de electrones en sus
procesos metabolicos de rendimiento de energia y generalmente éste es el factor mas limitante
para que se lieve a cabo la reaccion (Kong y Sayler, 1983).

En sedimentos anaerobios reducidos, con frecuencia existe una deficiencia de aceptores de
electrones (O,, NO;, SO,%) necesarios para proporcionar la donacién de electrones, por lo cual, el
aislamiento de cepas a partir de sedimentos contaminados con BPCs capaces de degradarlos
puede ser una buena alternativa de tratamiento ya que estos microorganismos se encueniran
adaptados para utilizar el BPC como aceptor de electrones en ausencia de otro aceptor disponible,
(Nies y Vogel, 1990).

En el ambiente natural, los compuestos organicos derivados de la descomposicién de los
detritus proveen el co-sustrato orgénico para que se lleve acabo la decloracion de los BPCs;
analogamente, en e} laboratorio la solubilizacién organica natural de los sedimentos por autoclave
pueden proveer el co-sustrato organico para la decloracién de los BPCs (Quesen et. al., 1980).

11.5.1.1. PROCESOS DE DECLORACION INDIVIDUALES

Existen por lo menos seis actividades (M,Q,H,H',N y P) por las cuales se realiza la
decloracién de los Aroclors® que se pueden distinguir por los patrones de selectividad a cada
congénere y también por su reactividad al grupo de clorobifenilo particular.

Los procesos M y N eliminan exclusivamente cloros en posicién mefa y el proceso P
exclusivamente en posicién para; los otros tres procesos de decloracion (Q, H' y H) eliminan
ambas posiciones pero con distinta especificidad. La mayoria de estos procesos, estan
influenciados por la configuracién de los cloros en el anillo atacado o del anillo opuesto, pero
ninguno de estos procesos elimina cloros en posiciones orto.

En cualesquiera de los casos, es necesario realizar un anélisis completo de cuantificacion e
identificacion de la decloracién de los congéneres especificos y correlacionarlos con 1a perdida de
los congéneres especificos con el incremento de los productos generados de ellos (Bedard y
Quesen, 1995).

11.5.1.2. PROCESO M

El proceso de decloracion M lo reporté Ye y Quesen (1992), con microorganismos del
sedimento del Rio Hudson que elimina cloros en posiciones meta y para del Aroclor® 1242 hasta
rendir el patrén C, pero si se calienta el inoculo a 85° C se eliminan sélo cloros en posiciones
meta. Las caracteristicas de sus productos de decloracién incluyen a los congéneres 2-CB; 2,2"-
CB; 2,6-CB y 2,6,2"-CB pero en menores cantidades que el patrén C, mas una pequefia cantidad
de 2,4-CB; 2,4,2"-CB y 2,4,4"-CB. La mayoria de los cloros eliminados fueron los sustituidos en
la posiciones meta.

El proceso M, realiza primeramente la conversion de todos los congéneres 2,5,2"-CB y
2,3,2°,5-CB a 2,2°-CB; los 3,4,2°-CB; 2,3,4-CB y 2,3,3'4-CB a 2,4-CB; y los 2,6,3,4-CB;
2,3,64-CB a 2,64-CB; y posteriormente los congéneres 2,5,2°.5-CB y 2,4,2°,5-CB son
declorados a 2,3°-CB y 2,4,2"-CB, respectivamente, también el 2,5,4-CB es declorado a 2,4-CB
(Ye y Quensen, 1992; Quesen et. al., 1990). Finalmente los congéneres 2,5,3,4-CB y 2,4,3°,4"-CB
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son declorados a 2-4-CB y 2,4,4"-CB respectivamente sin acumulacion de congéneres 2,3-CB;
2,43'-CB; 2,5,3'-CB 6 2,6,3"-CB.

El proceso M, también ha sido observado en sedimentos del Silver Lake con Aroclor 1242
demostrado con el congénere 2,4,2",4’-CB que también es declorado pero por un mecanismo
reductivo de la posicién para debido probablemente a la accién de una segunda poblacién
microbial que sigue al proceso M (Quesen et. al., 1990).

11.5.1.3. PROCESO @

El proceso de decloracion Q se observo también con microorganismos del sedimento del
Rio Hudson. Este proceso se caracteriza principalmente por la decloracién de las posiciones para
que resulta de la decloracién mefa del 2,3-CB y del grupo de los congéneres 2,3,6-CB pero no de
los grupos 3-, 3,4- 6 2,5-CB. El proceso de decloracién Q, remueve todos los cloros en las
posiciones para sin tener en cuenta la configuracién de cloros circundantes.

Por este proceso, ¢l grupo de los congéneres 4-, 2,4-, 3,4-, y 2,4,5-CB se decloran por la
perdida de los cloros en las posiciones para. Los primeros productos de la decloracién son los
congéneres 2-CB; 2,2'-CB,; 2,6-CB y 2,3-CB, con menores cantidades de 2,5,2"-CB; 2,6,2"-CB;
2,53-CBy2,6,3'-CB.

11.5.1.4. PROCESO H’

Un tipo de decloracién limitada es el proceso H' propuesto por Alder, Haggblom,
Oppenhermer y Young (1993) utilizando sedimentos de New Bedford, Harbor y Rio Hudson
(Rhee et. al., 1993%). En este caso, la decloracién de los Aroclor® 1242 y 1254 produce solo una
pequeiia acumulacion de 2,2°-CB pero no produce la decloracién del 2-CB. Los congéneres que
se acumulan en mayor proporcién son los congéneres 2,5,2°-CB,; 2,3-CB; 2,4,3°-CB; 2,5,3'-CB;
2,6,3'-CB y 2,5,4'-CB; 2,4,4"-CB. Este proceso, estd caracterizado por la decloracién preferente
de los congéneres 2,3-; 2,3,4'- y 2,3,6-CB en las posiciones meta y de los congéneres 3,4- y
2,4,5-CB de las posiciones para.

Ahora bien, las actividades de decloracién M y Q son capaces de eliminar cloros aislados
por ejemplo, cloros que no estén flanqueados por otros, como el 3- 6 2,5-CB (proceso M) o en
posiciones para de los congéneres 4- 6 2,4-CB (proceso Q). En contraste con esto, el proceso H’
no elimina cloros aislados, pero si los cloros en posiciones meta y para que estan colocados
adyacentes a otros cloros (Bedard y Quesen, 1995).

11.5.1.5. PROCESO H

La decloracioén del proceso H es muy similar a la del proceso H” excepto que no existe
actividad contra los congéneres del grupo de 2,3-CB. Este proceso de decloracién, se ha
demostrade en el Aroclor® 1260 con microorganismos de los sedimentos del Rio Hudson
(Quesen et. al., 1990; Morris, 1992a) y esta caracterizado por la acumulacion de los congéneres
2,5,2'5-CB; 2,3,5,2,5-CB y otros productos de decloracién que contienen congéneres del grupo
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2,5-,2,3,5- 6 2,3,6-CB; por lo que la méyor actividad de decloracién es la posicién para, de los
grupos 2,4,5-, 2,3,4,5- y 2,3,4,6-CB. Por lo tanto en los procesos H la posicién que sera declorada
esta determinada por la configuracion mas que por la tocalizacion del atomo de cloro.

11.5.1.6. PROCESO P

El proceso de decoracion P del Aroclor® 1260 es uno de las dos mayores actividades de
decloracion que ocurren en los sedimentos de Woods Ponds y los observados en el iaboratorio
(Bedard, 1993), este proceso es similar al proceso H pero esta restringido a posiciones para; la
secuencia se¢ inicia a partir de heptaclorobifenilos que contienen congéneres del grupo 3,4-, 2,3 4-,
2,4,5- y 2,3,4,5-CB. Sblo los cloros en posicidn para con al menos un cloro adyacente se
eliminan por este proceso, ademés, se pueden eliminar los cloros en posicion para, de los
congéneres 3,4-, 2,3,4-, 2,4,5-, 2,3,4,5, y 2,3,4,6-CB pero no de los congéneres 4,-, 2,4- § 2,4,6-
CB (Bedard, 1993).

11.5.1.7. PROCESO N

Los procesos de decloracion N fueron observados con microorganismos del sedimento de
los lagos Silver Lake (Quesen et. al., 1990; Alder et. al., 1993), Woods Pond (Bedard, 1993), y
RioHudson (Rhee, 1993c). El proceso N elimina todos los cloros en posicion meta del grupo de
los congéneres 34-; 2,3.4; 2,3,6-; 2,4,5-; 234,5-; 2,34,6- y 2,3,4,5,6-CB pero no de tos
congéneres 3-; 2,3- 6 2,5-CB; por lo tanto, sélo los cloros en posiciones meta flanqueados por al
menos otro cloro son eliminados por este proceso. Todos los congéneres hepta y
hexaclorobifenilos y algunos pentaclorobifenilos en el Aroclor® 1260 se eliminan por este
proceso y sus productos principales son tri, tetra y pentaclorobifenilos. La caracteristica mas
notable de esta decloracion, es la gran acumulacién de 2,4,2°,4’-CB resultante de la eliminacion
de todos los cloros en posicién meta del grupo de los congéneres 2,3,4,2°,4",5-CB; 2,4,5,2",4°,5"-
CB; 2,3,4,2°,3'4',5-CB y 2,4,5,2",3",4",5'-CB la mayoria de los cuales, son componentes del
Aroclor® 1260 (Bedard y Quesen, 1995).

11.5.1.8 PROCESOS COMBINADOS DE DECLORACION

Experimentos realizados en el laboratorio, han demostrado la actividad conjunta de
procesos M (exclusivamente decloracion de las posiciones meta) y del proceso Q (principalmente
decloracion de las posiciones para) lo cual representa la accién conjunta de distintas poblaciones
de microorganismos en una misma muestra de sedimento sobre el Aroclor® 1242 (Ye y Quesen,
1992; Alder et. al.,, 1993) dando por resultado el proceso C, el cual estd caracterizado por una
extensiva decloracion de las posiciones meta y para con acumulacién de congéneres orto
principalmente.

Existe también la combinacién de los procesos M y H” 0 H en los cuales, la decloracion
de las posiciones para de los grupos 3,4-CB tipica de los procesos H y H' se realiza
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conjuntamente con la decloracion de las posiciones meta tipica del proceso M, Ahora bien, los
procesos H y H’ se distinguen sdlo por la habilidad del proceso H para eliminar cloros en la
posicion meta de los grupos 2,3-CB; sin embargo, cuando actilan conjuntamente con los procesos
M sobre el mismo grupo de 2,3-CB no es posible distinguir entre el proceso Ho H'.

En consecuencia, solo los procesos Q y M son capaces de remover cloros no flanqueados
como los 3- 0 2,5-CB (proceso M) o 4-CB y 2,4-CB (proceso Q). La habilidad para remover
cloros en posiciones meta o para de posiciones flanqueadas tales como las de los congéneres 2,3-,
3.4- 2,3,4-, 2,3,6 y 2,4,5-CB es aparentemente la més comin. Por lo tanto, los procesos M y Q
que decloran un amplio rango de mono- y dicloro bifenilos son eficaces para declorar los
Aroclors 1242, 1248 y en ocasiones el 1254 debido a que estos estan constituidos principalmente
por mono y dicloro bifenilos; opuestamente, los procesos H, N, y P decloran preferencialmente
los anillos més clorados caracteristicos de los Aroclors® 1254 y 1260,

Es por esta especificidad de decloracion de los procesos H, P, y N que no pueden
reconocerse en sitios contaminados por Aroclor® 1242 é 1248 y los procesos Q o M no pueden
ser detectados en sitios contaminados con el Aroclor® 1260. Ademds, cuando los procesos Q y N
se complementan y actian sobre el Aroclor 1260 tiene mejores efectos que si actiian solos; de
igual manera, lo hacen los procesos M y H'; H o P; pero en otros casos, los procesos de
decloracidon no se complementan y compiten entre ellos como sucede con los procesos N y P por
el mismo clorobifenilo generando congéneres de los grupos 2,4- y 2,4,6-CB (proceso N) o bien
2,3-, 2,5- v 2,3,5-CB (proceso P) que no son sustratos para ninguno de los dos con lo cual, se
detiene el proceso de decloracién (Bedard y Quesen; 1995).

Mavoungou et.:al. (1991), ha proporcionado evidencias de que los lodos de las plantas de
tratamiento urbanas pueden ser otra fuente de microorganismos capaces de declorar BPCs como
§e ha demostrado en la decloracion del 4,4°-CB por el patrén Q, que no se ha podido demostrar
en ningun tipo de sedimento,

11,6. FACTORES QUE AFECTAN LA TASA Y EXTENSION DE LA
DECLORACION DE BPCs

Aunque no existen estudios detallados de los factores ambientales que influyen en los
procesos de decloracion de BPCs, se ha demostrado por anélisis de laboratorio, que la decloracién
ocurre en combinacién con procesos metanogénicos con bajo potencial de oxido-reduccién y
ausencia de oxigeno (Oremland y Capone, 1988).

El efecto de la temperatura se observé mds eficaz para los patrones de decloracion My H
en rangos de 12 a 30° C mientras que el patrén C ocurre a 25°,

En los estudios realizados en el sedimentos de New Bedford Harbor la decloracién ocurre
a niveles de salinidad de 26 % (Alder et. al., 1993) pero a niveles de salinidad cercanas al agua’
marina (35%) se inhibe completamente la decloracion del Aroclor® 1242 (Abramowicz et. al.,
1993).

La mayoria de los experimentos se han realizado a pH cercanos a la neutralidad; por otra
parte, los microorganismos decloradores no metabolizan los anillos de la molécula de BPCs pero
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requieren otra fuente alterna de carbono 1a cual se obtiene de la materia organica presente en los
sedimentos; la adicién de dcidos grasos no tiene ninguna influencia en la tasa y extension de la
decloracién en los sedimentos con alto contenido orgéanico. Los microorganismos decloradores
utilizan los BPCs como aceptores de electrones ya que en los sedimentos la concentracion de
otros aceptores estd limitada (Brown et. al., 1987; Quesen et. al., 1988). Existen dos aspectos
importantes por los cuales la concentraciéon de BPCs en los sedimentos puede afectar su
decloraci6n: la concentracién minima cercana a 20 pg/g de sedimento y su biodisponibilidad para
los microorganismos; Estudios realizados en laboratorio demostraron que los sedimentos con
concentraciones de 100 pg/g de sedimento (Abromowicz et. a., 1995) incluso de 1000 a 1500
pg/g de sedimento fueron los més declorados comparados con aquellos que poseen solo del 5 al
10 pg/g (Rhee, 1193b). Generalmente la biodegradacion de los BPCs en los sedimentos esta
limitada por la baja biodisponibilidad debida a Ja fuerte absorcion de éstos en la materia organica;
para contrarrestar esto, se han aplicado surfactantes no iénicos de la serie Triton a 600 ppm en los
sedimentos del Rio Hudson; el Triton 705 es el que posee mejores resultados siendo los
surfactantes idnicos como, el dodecilbencensulfonato de sodio (SDBS) los que inhiben
completamente la decloracion (Abramowicz et. al., 1993).

La decloracion depende también de la especificidad de los congéneres presentes, tipo de
microorganismos y principalmente de la induccién enzimética existente en el sedimento
(Abromowicz et. al., 1993).

Muchos sedimentos que contienen contaminantes como metales pesados y aceites pueden
afectar la tasa de decloracién limitando su biodisponibilidad aunado a sus caracteristicas de
toxicidad para los microorganismos (Boyd, 1989). Los estudios de Vogel (1986), han
demostrado que la existencia de otros compuestos como acetona, relacion de NO,/CO, y
bicarbonato pueden interferir en la extension de la decloracion de BPCs en los sedimentos.

11:7. MICROORGANISMOS RESPONSABLES DE LA DECLORACION

Gran variedad de microorganismos de sedimentos contaminados con BPCs han
demostrado tener capacidad para declorar BPCs pero no se ha podido demostrar que la
decloracion se realice por un solo tipo de ellos ya que estos microorganismos anaerobios exhiben
una extremada dependencia de interaccién con otros microorganismos presentes en el sedimento;
a este respecto, el equipo de investigacién de Ye y Quesen (1992), ha realizado varios intentos de
aislar microorganismo de sedimentos contaminados basindose en sus respuestas fisiologicas,
tales aplicaciones incluyen el uso de condiciones inhibidoras y medios de cultivos selectivos
demostrando que en general este tipo de microorganismos pertenece al género Desulfotomaculum
de bacterias sulfato reductoras y formadoras de esporas que realizan la decloracion por medio del
patrébn M utilizando preferentemente €l sulfato como aceptor de electrones; sin embargo, se
piensa que existen ademas otros tipos de microorganismos que son responsables de la decloracion
M.

Los estudios de Ye y Quesen (1994) y May (1992) sugieren que la decloracién por medio
del proceso H se realiza por los microorganismos metanogénicos y no llevan a cabo la
decloracion cuando en el medio existe presencia de sulfatos; sin embargo, se debe tener en cuenta
que la actividad de decloracion no se efectia por un solo tipo de microorganismos sino que
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depende de la actividad metabdlica de la comunidad microbiana incluyendo aquellos organismos
no decloradores (Bedard y Quesen, 1995).

La selectividad en la decloracion de los diferentes congéneres esta determinada por las
diferentes reacciones enzimaticas llevadas a cabo por las diversas especies de microorganismos
decloradores de BPCs (Bedard y Quesen 1995); sin embargo, los procesos no enzimdticos
también exhiben una regioespecificidad como lo han demostrado los trabajos de Roth (1994)
realizados en la decloracién de BPCs por borato de nikel y el tetrakis complejo nikel (0-
trifenilfosfina) y Ni(O)(PPh,), con los cuales obtuvo diferentes decloraciones regioselectivas de
los BPCs; la decloracion catalftica se realiz6 por la ruta meta > orto > para.

Los trabajos de decloracién mediada por enzimas, han demostrado la existencia de
cofactores asociados a tales enzimas como la vitamina B, y hematina que juegan un importante
rol en el incremento de la actividad de decloracién biolégica (Gantzer y Wackett, 1991).

11.8. CONSIDERACIONES ELECTROSTATICAS

En el mecanismo de transformacion, los anillos de benceno poseen una basicidad tan alta
que el ataque por un protdén produce cargas positivas en el anillo para la adicién subsecuente de
los grupos hidroxilo. Muy frecuentemente, se requieren reacciones de dehidroxilacién o
deshalogenacion para utilizar la energia de estos procesos como rendimiento energético (Evans,
1990; Nies y vogel, 1990). A mayor nimero de cloros en la molécula el potencial reductivo de
decloracion suele verse incrementado; y aunque en general, la decloracion anaerobia es un
proceso lento con periodos que van de semanas a meses aun en condiciones de laboratorio sc
pueden lograr rendimientos aceptables si se consiguen las condiciones éptimas (Alder et. al.,
1993).

Estudios realizados en clorobencenos, han demostrado que termodindmicamente la
energia libre disponible de la deshalogenacion reductiva de los sustratos con varios halégenos
unidos a un donador de electrones es mas negativo (por ejemplo més exergdnico) en comparacion
con las reacciones que involucran sustratos mono-halogenados; es decir, la reduccién con
hidrégeno como donador de electrones de los hexa- penta-, y tetraclorobencenos desprenden més
energia libre (~20 kJ/mol) que la decloracién de tri-, di-, o mono-clorobencenos y la alta energia
libre asociada con estos sustratos, puede favorecer preferenciaimente el desprendimiento de los
halégenos de los anillos aromdticos. Por otra lado, la presencia de multiples halégenos
électrofilicos en el anillos causa un decremento en la densidad electronica alrededor del anillo lo
que lo hace mas susceptible al ataque reductivo (nucleofilico) de las reacciones reductivas
subsecuentes de deshalogenacién (Dolfing y Harrison 1992).

Existe también, la tendencia de ciertos grupos de compuestos como las anilinas
halogenadas en los cuales el grupo amino tiende a eliminar electrones de las estructuras
aromaticas resonantes haciendo al anillo mds susceptible al ataque, particularmente de las
posiciones orfo y para. Esta efecto de resonancia puede contribuir a la eliminacién preferencial
de los haldgenos de estas posiciones. De igual manera, los anillos arométicos que poseen grupos
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nitros son mas ficilmente deshalogenados si éstos poseen halégenos sustituidos en las posiciones
orto y para (Kuhn y Suflita, 1989).

El paso critico en la reduccidn del anillo (AG® (6H*=3H,) - 100 kJ mol), es la adicién de
los primeros dos atomos de hidrégeno, ya que ésta es una reaccion de tipo endogena
(AG°(2H*=H,) - + 60 kJ mol™) (Evans, 1990). Los microorganismos que pueden utilizar el BPC
como aceptores de electrones pueden obtener su energia del proceso de decloracion por ejemplo:
la decloracion de la cadena del 3-clorobenzoato rinde mayor energia exégena derivada de la
decloracion del grupo arilo (AG°= - 112 kJ/mol) que la obtenida en el crecimiento celular a partir

del benzoato (Quesen et. 21, 1980).
Debido a que la estabilizacion de resonancia de uno de los anillos aromaticos es muy

grande (163 kJ mol™) se requieren condiciones especificas para el rompimiento del anillo ademés
de un potencial reductor extremadamente bajo; el sistema de encadenamiento caracterizado por
una extensa movilizacién de los electrones f7 se debe convertir en una movilizacién en la cual,
una pequefia parte de la energia permanezca en el sistema y de acuerdo con esto, so6lo pueden ser
agregados pocos sustituyentes hidrégeno al anillo bajo ciertas condiciones.

Resumiendo, las principales ventajas de la transformacion anaerobia son (Tiedje et. al., 1994):

» Reduccidén del nimero de cloros de la molécula, haciendo al producto mas susceptible de ser
mineralizado por microorganismos aerobios si es que el anilic no es completamente
degradado por los mismos microorganismos anaerobios.

» Reduccion en la toxicidad de congéneres coplanares.

» Facilidad para el establecimiento de condiciones in situ para la decloracion de BPCs en suelos
contaminados.

» Para la decloracién reductiva no es necesaria la disposicién de carbono como fuente de
energia sino el aceptor de electrones (cloros).

» La decloracién reductiva consume electrones por lo cual los anillos con mayor cantidad de
sustituciones cloradas representan una fuente de electrones para cualquier microorganismo
que tenga capacidad enzimatica para la transferencia de electrones a partir de estos
compues{os.

» Aunque la decloracion reductiva es un proceso relativamente lento con rangos que van de dias
a semanas no se deben considerar impracticos, espacialmente en los tratamientos in situ.

11.9. FACTORES QUE LIMITAN LA BIODEGRADACION DE BPCs EN
SUELOS CONTAMINADOS

Los problemas de contaminacion de suelos y sedimentos por BPCs, se pueden tratar en el
mismo sitio afectado por restauracion biolégica. Una limitacion importante de esta tecnologia, es
el requerimiento de condiciones adecuadas para el desarrollo de los microorganismos en los
suelos afectados; el proceso involucra la aplicacién de bacterias, emulsiones biodegradables y
nutrientes con el correspondiente ajuste de pH del sistema.
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Con estos métodos se ha observado la transformacién de congéneres de BPCs de bajo
nivel de cloracién con un rendimiento del 90% en periodos de 15, 30 y 90 dias; para los
congéneres mas clorados el porcentaje de transformacion logra el 50% pero con periodos mayores
a un afio (Budiansaky, 1980).

De los estudios realizados sobre la transformacion de los BPCs en sedimentos se ha
determinado que ciertas propiedades fisicoquimicas del sedimento tales como los fenémenos de
adsorci6n del BPC dentro de la matriz limitan la biodisponibilidad de éste a los microorganismos
reduciéndose por ende, los rendimientos de la biotransformacion anaerobia.

Otro factor que también puede intervenir en la biodisponibilidad de los BPCs y la cinética
de biotransformacion es el tipo de matriz existente en el sedimento (Alder et. al., 1993). El rango
de la decloracion de BPC en sedimentos anaerobios se. ve afectado por gran niimero de factores
entre los que destacan los mencionados en la tabla XI-3,

Por otra parte, la existencia de grasas y aceites en el sedimento pueden incrementar la
biodisponibilidad de los BPCs a los microorganismos mejorando la desorcion de las moléculas
del BPC cuando existe agitaciéon (Alder et. al., 1993).

La eficacia de los procesos de restauracion de sitios contaminados con BPCs, estd
condicionada por el conocimiento de la extension, concentracién de la contaminacién y las
caracteristicas del sitio ya que en los suelos porosos, estos contaminantes se pueden retener por
capilaridad, o bien una vez alcanzados los mantos acuiferos, debido a su alta densidad, tienden a
atravesar la fase inmiscible de la columna de agua y sedimentarse en el lecho rocoso o zona de
baja permeabilidad como lo son las capas de arcillas del sedimento.

Existen varios estudios de biodegradaciéon de BPCs realizados en biorreactores inoculados
con asociaciones de microorganismos obtenidos de las plantas de tratamiento de aguas residuales
(Herbst et. al., 1977; Kaneko et. al.,1976) que degradan de las principales mezclas comerciales de
BPCs que incluyen Aroclor® 1221, 1016, 1242 y 1254 (Tucker et. al., 1975).

Muchas de estas investigaciones han sido realizadas a pequefia escala y con material de
laboratorio con el objetivo de reproducirlos a gran escala en sistemas de tratamiento complejos
sin embargo, no han sido del todo exitosos debido a la falta y determinacién de muchos factores
que se deben tener en cuenta para realizar la extrapolacién y el disefio del nuevo sistema de
tratamiento bioldgico entre los que destacan a) la determinacién de los procesos de eliminacién
abidticos como por ejemplo polimerizacién, cosustratos etc. b) pruebas de biotransformacion o
mineralizacién ¢) determinacién de las variables relacionadas con los calculos de las tasas
biocinéticas (modelos matemadticos) y e) interaccioén de varios factores individuales relacionados
con la tasas de biodegradacién y biomasa que estd a su vez influenciada por el disefio fisico del
sistema y consideraciones de balance y transferencia de masa. Por estas razones es necesario
realizar experimentos a nivel de plantas piloto que permitan simular el disefio del biorreactor
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Tabla XI-3.- Factores que tienen gran influencia en la biodegradacion de los bifenilos policlorados
{Sayler, 1984).

Consideraciones de su estructura:

Tamafio y peso molecular Limita e}l transporte activo
Naturaleza polimérica Requiere de metabolismo extracelular
Aromaticidad Enzimas que requicre de oxigeno en tratamientos acrobios
Namero de cloros Necesidades de enzimas deshalogenadoras
Toxicidad Inhibicidn enzimatica, dafio celular
Origen xenobidlico Evolucién de una nueva ruia de de; cién

' o amET e s DY SIS A et PO FRTE S TE ST T S
Oxigeno disuelto ’ Enzimas sensibles al O2 ¥ que requieren Oy
Temperatura 'I‘el;npemtura Sptima mesofilica
PH Cercano a la neutralidad
Fuente de carbono adicional Co-metabolismo
Nutrientes y elementos traza Limitaciones en el desarrollo y sintesis enzimética
Especificidad enzimitica Sustratos andlogos no metabolizados
Enzimas codificadoras de plasmidios Baja frecuencia de especies degradadoras

Represi6n de sintesis catabdlica enzimética

Regulacidn enziméitica Se requiere de periodos de aclimatacién o induccién
Competencia Extincién de poblaciones de baja densidad
Seleccidén de habitat Necesita del establecimiento de poblaciones degradadoras.
Regulacién de la poblacién Baja densidad de poblacidn de organismos de, pres
Métodos analiticos:
Desaparicion del sustrato Competencia con procesos abidticos
Biotransformacion Anilisis complejo y complicado
Mineralizacién Rutas bioquimicas incompletas
Desarrollo de escala de reactores Comparacién entre ¢l disefio del reactor y cinéticas
Inoculacion de poblaciones
Caracterizacion biolégica v bioguimica Falia de simulacidn y prediccién de rendimiento de la degradacién
Residuos complejos y a residuales Dificultad de interpretacidn.

El gran potencial de los procesos de tratamiento biolégicos, no ha sido del todo apreciado
debido al incompleto entendimiento de los principios bioquimicos y microbiologicos que
gobiernan las actividades metabolicas de los compuestos organoclorados

Los procesos de degradacion anaerobia son de gran utilidad en los tratamientos de

-restauracion de suelos y sedimentos contaminados con BPCs por su facilidad para eliminar
atomos de clore en las posiciones meta y para dejando la mezcla de BPCs menos tdxica, con
menos cloros y més ficil de degradar por microorganismos aerobios.

Gran nimero de investigaciones realizadas sobre degradacion de isdmeros individuales
utilizando cepas puras de microorganismos, han servido para establecer las rutas metabélicas de
los BPCs aunque solo sean capaces de metabolizar congéneres especificos y en la mayoria de los
casos son incapaces de degradar los clorobenzoatos formados como metabolitos que permanecen
acumulados en el medio Ilegando a ser téxico.

Aunque hasta la fecha, la degradaci6én bioldgica no ha sido utilizada como método de
tratamiento satisfactorio para resolver el problema que representan los BPCs, debido a sus
limitaciones de aplicacion sélo a bajas concentraciones, han sido de gran valor para el
establecimiento de lineas de investigacién y desarrollo de nuevas tecnologias basadas en la
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seleccién de especies microbianas con gran capacidad para degradar este tipo de contaminantes,
aunado al avance de la ingenierfa genética que ofrece un amplio campo de aplicacién de cepas
adaptadas a tales compuestos. Entre las caracteristicas atractivas que ofrecen estos métodos se
encuentran en primer lugar, que las bacterias son inofensivas con un buen control; en segundo
lugar la realizacidn del proceso es relativamente rapida y por iltimo, los subproductos que se
obtienen de la biotransformacién come el 4cido clorobenzoico, pueden ser retirados faciimente
del medio o bien, degradados por una poblacion previamente adaptada en el mismo reactor.

Por lo general, el uso de tratamientos biolégicos permite llevar a cabo un proceso
rentable con el que se puede disminuir la toxicidad de los compuestos organoclorados por debajo
de los niveles maximos permitidos. Sin embargo, es necesario tomar en cuenta ciertas
consideraciones ademds de la estimacion directa de los costos reales. El tiempo que puede
dedicarse al biotratamiento, es frecuentemente uno de los elementos de mayor importancia
cuando se elige un proceso en particular a utilizar.

En general, los tratamientos con reactores de biomembranas son procesos bastantes
rapidos en comparacin con los tratamientos convencionales que requieren mayor infraestructura
y tiempo de operacién. Ademads, los procesos con biomembranas que utilizan microorganismos
seleccionados especificamente para degradar BPCs, requieren menos energia y generan menor
volumen de residuos, lo que reduce de forma significativa el costo del tratamiento, permitiendo
incluso, el tratamiento secuencial de los metabolitos generados llegando hasta la mineralizacién
del contaminante.

. Se necesita mucho trabajo alin para generar datos confiables a gran escala para el disefio
de sistemas de tratamientos biolégicos altamente eficaces para la biodegradacién de BPCs. Estos
deberan estar basados en estrategias operacionales que optimicen los sistemas convencionales de
tratamiento y permitan el desarrollo de nuevas tecnologias con tratamientos combinados,
fundamentados en estrategias de investigacién multidisciplinarias basada en la caracterizacion,
evaluacion y optimizacion de los procesos de degradacién enzimética, seguida de una fase de
construccién a escala laboratorio para realizar la ingenieria de proceso tomando en cuenta el
analisis detallado de los principales factores que lo gobiernan tales como: la fisiologia
microbiana, induccidn del sustrato para el desarrollo y co-metabolismo, periodos de aclimatacion
previo a la actividad de degradacion, balances y modelos biocinéticos que describan el
funcionamiento del sistema, lo que permitird re-valorar los procesos biologicos de detoxificacion
y el disefio de tecnologias de biotratamiento como procesos altamente productivos y
econémicamente viables de implementar a escala industrial.
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12. REACTORES UTILIZADOS EN EL
TRATAMIENTO DE BPCs = -

En los ultimos afios, se han desarrollado gran variedad de tratamientos y tecnologias
especificamente disefiadas para cada grupo de contaminante; siguiendo diferentes criterios para
hacer la seleccion mas apropiada dentro de los reactores aerobios, anaerobios o combinados en
serie para tratar adecuadamente los bifenilos policlorados.

Un ejemplo de ellos, son los reactores convencionales de primera generacidn que utilizan
microorganismos previamente adaptados a BPCs que incluso utilizan, un producto
comercializado bajo el nombre de Halogenated Aromatic Bacteria, que solo requiere de la
adicion del sustrato adecuado (bifenilo, glucosa, acetato o metanol), para transformar un amplio
rango de compuestos organoclorados; en ocasiones es conveniente la adicion de carbon activado
como medio de adsorcién de metabolitos. Entre los factores a tomar en cuenta para la eficacia de
tales procesos se encuentran la temperatura, pH, concentracion de oxigeno, estructura molecular
y concentracion de los BPCs, co-sustratos y control metabolitos téxicos o sustancias inhibidoras

(Livingston, 1996).

12.1 REACTORES UASB

Los reactores anaerobios para el tratamiento de aguas residuales se han considerado
recientemente como una tecnologia con gran potencial de aplicacion en el tratamiento de BPCs
empleando procesos de inmovilizacién naturales para favorecer la retencién de biomasa. Entre
tales procesos, se encuentran los reactores de lecho expandido basados en el desarrollo de una
pelicula biologica que se adhiere a la superficie de material de soporte inerte, generalmente arena,
carbén activado o granito para la formacién de un manto de lodo granular; lo que proporciona
una buena relacidn superficie-area, para la acumulacion de la biomasa por unidad de volumen lo
cual, esta relacionado con el funcionamiento y eficiencia total del proceso. En ocasiones, puede
no existir un soporte inerte y los granulos de la biomasa se encuentran autosoportados.

Otro de los procesos utilizados, es el de mantos de flujo ascendente (UASB, por sus siglas
en Inglés); en este tipo de procesos, los compuestos a degradar se introducen por la parte inferior
del reactor y se hacen pasar a través de un lecho de lodos constituido por granulos o particulas
formadas bioldgicamente; el flujo ascendente se controla por la velocidad hidraulica, lo
suficientemente alta para evitar el escape del medio solido en el nivel de salida del reciclado,
asegurando de esta forma, una distribucién de flujo continuo dentro del reactor (Tchobanoglous,
1991).

En general, estos tipos de reactores son relativamente estables a los compuestos toxicos y
a los choques de carga, ademas son capaces de soportar sobre-cargas hidraulicas; perc su
eficiencia depende en gran manera, de las caracteristicas del lecho, la floculacién de las particulas
y la aclimatacién de la biomasa, y para optimizar el disefio del reactor se emplea frecuentemente
carbon activado granular, lo que ha demostrado ser efectivo en Ia remocidn de sustancias toxicas
protegiendo a su vez la biopelicula. Actualmente se estan desarrollando nuevas investigaciones
en estos procesos con el propdsito de incrementar la biomasa y a su vez, la tasa de
biodegradacién para minimizar con esto, el tiempo de retencién hidraulico (VanDijk y Roncken,
1997).
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12.2. REACTORES DE BIOMEMBRANA

Estos tipos de reactores bioldgicos estan constituidos por dos elementos esenciales, la
membrana que sirve de soporte y la biomasa adherida a ella (biopelicula) que en conjunto se
denomina biomembrana y euyo principio de operacion se basa en el paso directo del
contaminante a través de la membrana para ser degradados por la biopelicula adherida a ella
(Tejero et. al., 1997),

Existen varias configuraciones de los reactores de biomembrana que se pueden empiear
en los procesos dec degradacion de compuestos organoclorados. Los estudios realizados por
Livingston (1995 y 1996), han demostrado que los reactores de membranas tubulares parecen ser
los mas efectivos por su facil operacion, alimentacién y flexibilidad de instalacion ya que
proporcionan un eficiente proceso para la biodegradacion de compuestos organicos poco solubles
por el desarrollo de la biomasa sobre la superficie de la membrana hidrofébica, que actiia a su vez
como barrera fisica entre el contaminante y la biomasa, permitiendo asi la dosificacion del
contaminante (Fonseca et, al., 1996).

En los reactores de biomembranas, la biopelicula adherida alcanza alta concentracién de
microorganismos biolégicamente activos (debido a la gran area-superficial) con lo que se
consigue un alto periodo de residencia celular dentro del reactor y por consiguiente, buenos
rendimientos de degradacion del contaminante. Los fendmenos de transferencia se dan por
transporte advectivo, difusidn molecular y/o difusion turbulenta, pero segin la teoria de la doble
capa, las resistencias difusionales mas importantes se dan en la capa liquida estancada en
contacto con la biopelicula y en el interior de ella, donde la transferencia se produce
exclusivamente por difusién molecular; estos procesos, tienen la ventaja de soportar altas
concentraciones de compuestos organoclorados por las caracteristicas propias de la
biomembrana; ademds de no requerir de periodos de aclimatacion de la biomasa al contaminante
ya que la difusion es relativamente lenta. Sin embargo, el rendimiento del proceso puede verse
limitado por el decremento de difusion de los compuestos a degradar, transferencia de oxigeno al
interior de la biopelicula y la necesidad de eliminar los subproductos téxicos del sistema.

En este tipo de reactores, la eficiencia de transferencia de oxigenacién por burbujas, es
mayor que el de los sistemas convencionales con recirculacién siempre y cuando se eliminen los
sélidos en suspension desprendidos por las burbujas de aire.

Ahora bien, la particularidad de los reactores con biopeliculas crecidas sobre membranas
tubulares, viene dada por e! flujo de los elementos que intervienen en la oxidacién bioldgica, que
es de tipo contracorriente es decir, el flujo del sustrato con el flujo de oxigeno y micronutrientes
son en sentidos opuestos, con respecto a las biopeliculas convencionales, lo que hace que los
perfiles de oxigeno y sustrato se crucen; y por lo tanto, cuando la biopelicula esta parcialmente
penetrada el espesor mas activo de degradaci6n, se encuentra en la capa mas interna de la misma
(Tejero et. al., 1997).

12.2.1 VARIABLES Y CONDICIONES QUE AFECTAN LOS PROCESOS DEL
BIORREACTOR

En los reactores de biomembranas, el metabolismo de los compuestos a degradar estd
influenciado directamente por los detalles del disefio y operacion del equipo; entre las actividades
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mas importantes de operacion a tener en consideracion el mezclado por agitacion, la transferencia
de gases (O; y CO,) y evacuacién de metabolitos toxicos formados en el proceso son los mas
importantes.

Para optimizar el control de los factores y condiciones de operacion de los reactores de
biomembrana se debe tener presente que la eficiencia del proceso depende en gran medida del
excesivo crecimiento de la biopelicula adherida a la membrana (Freitas, 1995; Livingston, 1993 ),
lo que influye en el flujo de transferencia de masas a través de la membrana causando
limitaciones de oxigeno y reduccion del coeficiente de difusion del contaminante en la
biomembrana, problema que puede ser solucionado eficazmente controlando el espesor de la
biopelicula utilizando el corte hidrodinamico (Pey et. al., 1996) o por la adicién de cloruro de
sodio al medio (en concentraciones de 2 y 5%) lo que produce un efecto negativo en la presién
osmotica celular (Freitas, 1996). Ademas, es necesario tener presente la velocidad de transporte
de los reactantes y productos ya que la velocidad de reaccién (consumo) del contaminante,
depende tanto de su difusibn como de la interaccidn entre la difusidn y las reacciones
bioquimicas producidas en el sistema microbiano (Valenzuela, 1593).

La optimizacion de las condiciones para el desarrollo de los microorganismos para que se
lleve a cabo la biodegradacion en este tipo de biorreactores, se puede realizar mediante el control
de las variables que influyen en el metabolismo microbiano de los BPCs entre las que se
encuentran:

12.2.1.2, pH.- La concentracion del ion hidrogeno, es uno de los pardmetros que influyen
en la velocidad de las reacciones bioquimicas en el interior del reactor y como tales
reacciones son inducidas y controladas por enzimas, el control del pH es de suma
importancia durante la transformacion de los compuestos arométicos clorados ya que
éstos se ven siempre acompafiados por un decremento, lo que puede afectar
negativamente la actividad enzimaética. Por lo general, se recomiendan valores cercanos a
la neutralidad (6.5 a 7.5). Sin embargo, cuando en la biomasa existen hongos se pueden
mantener condiciones ligeramente acidas. (Peys et. al., 1996).

12.2.1.3. Temperatura.- Afecta principalmente las rutas metabdlicas (reacciones y tipo de
enzimas) y subsecuentemente la formacion de subproductos finales. La mayoria de las
cepas utilizadas tienen rangos mesofilicos con temperaturas 6ptimas de crecimiento entre
los 22 a 27 °C sin embargo, a temperaturas elevadas se obtienen algunas ventajas en la
degradacion por el incremento de la velocidad metabdlica.

12.2.1.4. Oxigeno.- Durante el tratamiento aerobio de los compuestos organoclorados se
remueve la materia orgdnica mediante oxidaciéon y conversion en materia celular. El
oxigeno debe proporcionarse continuamente durante el proceso, ya que éste actiia como el
aceptor final de hidrégeno para las reacciones de oxidacidn y se utiliza ademas para la
sintesis celular.

12.2.1.5. Concentracién de BPCs como sustrato.- La biodisponibilidad del sustrato es un
requisito para que se realice la degradacién y puede ser un factor limitante por lo cual, es
recomendable garantizar su adecuada concentracién; ahora bien, los microorganismos no
siempre metabolizan los compuestos organoclorados como la unica fuente de carbono y
energia por 1o que en ocasiones, requieren de fuentes de carbono adicionales en el medio
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como ejemplo glucosa, acetato, metanol y 4cidos organicos para estimular ¢l desarrollo
de la biopelicula y favorecer la degradacién de los compuestos aromaticos clorados.

12.2.1.6. Formacion de subproductos.- Existen varias rutas por las cuales los
subproductos formados pueden fugarse del reactor provocando errores en el proceso de
cuantificacion: la volatilizacion a través de burbujas de aire, sorcion y oxidaciéon quimica,
los cuales deben ser monitoreados en conjunto durante la operacién del biorreactor,
mediante el andlisis estequiométrico previo; verificando también, la eliminacién de los
subproductos en los estudios de biodegradaciéon por medio de las pruebas de
mineralizacidn basadas en el balance de masas de reactivos y productos; especificamente,
en el caso de biodegradacién de compuestos organoclorados es de vital importancia el
monitoreo de didxido de carbono y cloruros formados (Livingston, 1993).

Para comprender la compleja operacion de los reactores de biomembranas, es necesario
realizar un analisis detallado de la estructura y cinética de biodegradacién dentro de la
biopelicula, teniendo en cuenta el tipo y estructura de la membrana en la eficiencia del proceso de
degradacion con el objetivo de optimizar el disefio y operacién del reactor (Bishop, 1997).

12.3. BIOPELICULAS

La biopelicula, es la capa formada por la fijacién de la biocenosis sobre la superficie de la
membrana como medio de soporte en un medio acuoso, caracterizado principalmente por la gran
acumulacién de biomasa y en el que los compuestos, penetran a sus interfaces donde los
microorganismos realizan el bioatrapamiento por medio de la produccién de polimeros
extracelulares formando una matriz de polisacéridos de estructura porosa, en los que las
particulas y/o sustancias solubles de menor tamafio que los poros, se mueven libremente mientras
que las de mayor tamafio permanecen agregadas entre ¢llas y unidas a la matriz (Eguia, 1991).
Los poros de la matriz facilitan ademas, el transporte de oxigeno desde el seno del liquido a
través de la biopelicula (DeBeer, 1994). En el modelo mas comunmente utilizado, se asume que
los sustratos, y aceptores de electrones se difunden desde el seno del liguido al interior de la
biopelicula en donde se utilizan para el metabolismo microbiano (Bohlood y Kinner, 1986).

Por mucho tiempo, se-habia asumido que la biopelicula era estructuralmente homogénea y
que sus propiedades de porosidad, tamafio de poro, distribucién, densidad y poblacién microbiana
variaba muy poco con la profundidad. Se asumia también, que el crecimiento de la biopelicula se
realizaba s6lo por la adherencia de las bacterias a la superficie del soporte y crecian libremente a
lo largo del soporte, incluso que las colonias crecian juntas y continuaban su crecimiento encima
de la capa de exopolisacaridos, incluso, podrian existir pequefias heterogeneidades locales debido
al tipo de polisacaridos que englobaban a los microorganismos, pero en general, la biopelicula se
asumia como una superficie continua y esencialmente homogénea con pequefios poros debido al
desprendimiento de gases y al incompleto llenado de la superficie de soporte por falta de
crecimiento celular; pero estos poros eran de didmetro muy pequefio para tenerse en cuenta. Con
base en esto, los modelos de transporte mds comunmente utilizados en biopeliculas se
desarrollaron bajo la suposicion de que las propiedades en todo el espesor eran constantes. Sin
embargo, muy recientemente, con e} estudio de microscopia éptica de barrido electrdnico se ha
demostrado que esta teoria de biopelicula de estructura homogénea no es correcta (Bishop, 1997).
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Estas investigaciones, sugieren que las biopeliculas estan caracterizadas por gradientes
constituidos por diferentes tipos de células y parametros fisicoquimicos, y como resultado de
estos gradientes las especies microbianas, la densidad, porosidad y la tortuosidad de la
biopelicula cambian conforme se incrementa el espesor y por ende, afectan los mecanismos de
transporte y difusion dentro de ella (Sun, 1989; Fan, 1990; Kitsos, 1992; Fu, 1993; Zhang, 1994).
Ademss, debido a su alto contenido de polimeros extracelulares, se ha demostrado que la
biopelicula es una estructura viscosa, eldstica y muy hidratada, (Characklis y Wildered, 1989;
Characklis, 1990; Trulear, 1982) y su composicién inorganica (P, Mn, Ca, etc.) influye
notablemente sobre sus propiedades fisicas, proporcionando por ejemplo, una mayor resistencia
mecéanica a la ruptura por formacién de enlaces quelantes cuando dentro de ella existe
calcio.(Characklis y Wildered, 1989; Characklis, 1990).

En general, en un sistema de biopelicula se pueden diferenciar varias partes: el soporte,
biopelicula, la fase liquida y la fase gaseosa, a su vez en la biopelicula, se pueden diferenciar dos
capas: la biopelicula base y la capa superficial (Tejero et. al., 1994).

El soporte en este caso la membrana, juega un papel muy importante durante las primeras
etapas de su colonizacién y puede influir tanto en la velocidad de acumulacién como en la
distribucion de la poblacién inicial de células.

En la biopelicula, la capa base es una estructura organizada con limites relativamente bien
definidos en los que el transporte molecular es el fendmeno predominante, La biopelicula
superficial es una capa de transicién entre el seno del liquido y la biopelicula base, en €l cual el
transporte advectivo es el fenomeno principal (Charalaklis y Wildered, 1989).

Entre las propiedades mas importantes en el desarrollo de la biopelicula en relacion con el
soporte, se encuentran los factores de la acumulacidn que puede llevarse a cabo por dos procesos:

» Los fenomenos electrostdticos por los cuales, los microorganismos se consideran como
particulas con carga provocada por la disociacion eléctrica de radicales amino, carboxilato y
fosfato que pueden verse afectados por el pH del agua. En un medio acuoso neutro, los
microorganismos actian como particulas con carga eléctrica negativa y la superficie del
soporte actila con carga eléctrica positiva, lo que permite que las fuerzas electrostaticas
existentes entre ellos originen la adhesion de las células microbianas al soporte (Iwai y Kitao,
1994).

» La adsorcion de los microorganismos al soporte se lleva acabo también por la interaccién
hidrofdbica caracteristica de la mayoria de los microorganismos. Por tanto, el crecimiento de
la biopelicula se debe al efecto combinado de reproduccion celular y produccion de
exopolimeros que ayudan a mantener unidas a las células entre si y al medio de soporte.

Ahora bien, el desarrollo de la biopelicula, comprende esencialmente tres fases:

¢ Fase de induccion, que comprende la adsorcién organica, seguida del transporte y adhesién
de los microorganismos sobre el soporte; en esta fase la biopelicula es muy delgada.
¢ Fase de acumulacién, donde se presenta un incremento logaritmico de la poblacién de
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microorganismos con una tasa de acumulacién casi constante. El crecimiento alcanza un
espesor critico de biomasa y la adicién extra de sustrato no afecta el crecimiento; en este
punto, Iwaki y Kitao (1994) proponen una fase de mantenimiento celulat, alcanzando un
balance entre la tasa de consumo y el suministro de substrato.

¢ Fase de desarrollo de la biopelicula, es el resultado de varios sucesos simultdneos por los
cuales la biopelicula sigue creciendo y por ende aumentado su espesor y densidad cuando su
tasa de crecimiento es superior a la tasa de desprendimiento (Valenzuela, 1993), Se alcanza
un equilibrio dinamico, cuando la pelicula bioldgica desprendida y la producida,
interaccionan debido a los siguentes factores: respiracion enddgena, destruccion de la cadena
trofica, lavado por esfuerzo cortante y muerte celular (por limitaciones de oxigeno y/o
nutrientes en las capas profundas de la biopelicula) (Salazar, 1994),

Por otra parte, durante ¢l proceso de colonizacién y formacién de la biopelicula, sobre el
medio de soporte, se pueden definir las siguientes etapas (Characklis, 1990):

+ Acondicionamiento del medio de soporte por absorcién de moléculas orgéanicas sobre la
superficie.

¢ Adhesion de células microbianas desde el seno del liquido al medio de soporte
acondicionado.

¢ Adsorcién reversible, parte de las células que Hegan al soporte se adhieren a €l por un tiempo
limitado, separandose posteriormente {desorcién) debido a ia fuerza cortante del fluido y
diferentes factores fisicoquimicos y bioldgicos.

¢ Adsorcion irreversible, parte de las células adsorbidas, quedan inmovilizadas
permanentemente.

¢+ Acumulacion de la biopelicula, por incremento del metabolismo microbiano a expensas del
sustrato y excrecion de sustancias poliméricas como subproductos que quedan constltuyendo
parte de la biopelicula,

¢ Atrapamiento, por adhesion de mas células microbianas y material particulado dentro de la
biopelicula.

¢ Separacién de parte o porciones de la biopelicula que vuelven al agua debido al esfuerzo
cortante producido por el movimiento del fluido (erosién), accién mecénica de otras
particulas que chocan contra la biopelicula (abrasién) y/o desprendimiento de capas de
biopelicula (desprendimiento masivo) por la pérdida de cohesidn o adherencia.

Entre las principales caracteristicas de las biopeliculas la concentracion de sélidos,
espesor, biologia, transporte y asimilacion del sustrato son las que condicionan el funcionamiento
de un proceso de degradacién de contaminantes que puede variar en funcién de las condiciones
del proceso (Charlacklis y Wildered, 1989 y 1990; Atkinson y Davies, 1974).

12.3.1. ESPESOR DE LA BIOPELICULA

Los espesores de las biopelfculas, varfan considerablemente debido a sus caracteristicas
morfologicas (Bakke, 1986} con rangos desde practicamente el tamafio de las células (1-10 pm)
en una biopelicula en formacion, hasta mas de 15 mm, En los procesos de biopelicula aerobios,
los valores normales oscilan entre 100 um a 5 mm (Tejero et, al., 1995).

Se distinguen ademas, dos tipos de espesores en la biopelicula, total y activo; el espesor
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total oscila entre 0,07 y 4 mm (Atkinson y Davies, 1974). El espesor activo o capa activa se
puede definir como aquél en el que la concentracion de nutrientes es superior a cero, evidenciado
por los cambios en la tasa de asimilacion de sustrato; es decir, en funcién de la profundidad de la
biopelicula, la tasa de consumo de sustrato se incrementa. Jenkins (1963), ha sugerido que con
espesores de 0,25 mm se obticne la maxima eficiencia de remocion de sustratos. Sin embargo,
algunos investigadores, han demostrado que la eliminacién de sustrato, se incrementa linealmente
con el aumento del espesor de la pelicula hasta un maximo donde permanece constante
(Tomlinson y Snaddon, 1996; Kornegay y Andrew, 1968; La Mota, 1976 citado por Eguia,
1991).

Ahora bien, de una pelicula de varios milimetros solo una capa de 0,05 a 0,15 mm de
espesor podra ser aerobia (Eguia, 1991). En procesos metabdlicos aerobios con altas
concentraciones de sustrato, la tasa de difusién de los nutrientes organicos en la biopelicula es
mas rapida que la del oxigeno, por lo tanto la profundidad de la capa activa, estard determinada
por la profundidad de penetracion del oxigeno; siendo éste el factor limitante de la tasa.

El espesor de la biopelicula es a menudo, una caracteristica importante en los procesos de
analisis de lIa biopelicula ya que conociendo el espesor, se puede calcular la longitud difusional,
la resistencia por friccion y la transmisidn de calor dentro de la misma (Characklis y Wildered,
1989). Las biopeliculas gruesas son menos aptas para realizar eficientemente la eliminacién del
sustrato y por el contrario, las biopeliculas delgadas contribuyen eficazmente ya que no opone
resistencia a la difusion.

La variacion en el espesor, esta en funcion de la edad de la biopelicula ademas del tipo de
especies de microorganismos presentes, de tal manera que en biopeliculas con monocultivos
alcanzan espesores de 50 pm (Bakke, 1986), mientras que con poblaciones mixtas, se consiguen
espesores hasta de 120 um (Characklis, 1980). Otros factores que pueden influir en el espesor de
una biopelicula son: carga organica aplicada, esfuerzo cortante al que estd sometida, tipo de
sustrato, pH, temperatura, resistencia de la biopelicula y rugosidad del soporte; ahora bien, ya que
el espesor también depende de la hidrodinamica del medio; el efecto cortante del fluido puede ser
un buen método para controlarlo.

12.3.2. CONCENTRACION DE SOLIDOS DE LA BIOPELICULA

La concentracién de solidos de las biopeliculas varia desde valores de 10 kg/m® hasta
valores cercanos a 130 kg/m® (Characklis, 1990; Kornegay y Andrews, 1976, Hoechn y Raym
1973). Si se analiza la concentracion de sdlidos por capas, se pueden observar variaciones aun
mayores del orden de los 147 kg/m® (Iwai y Kitao, 1994).

Las investigaciones realizadas con técnicas de microseccién han demostrado que la
concentracion de s6lidos se incrementa con la profundidad y la porosidad cambia desde un rango
de 84 a 93% de poros en la capa superficial, hasta rangos de 68 a 67% en las capas mas
profundas; ademas, el tamafio de poro disminuye en las capas més profundas desde 2.0 um en la
capa superficial hasta 0.3 pm en la capa mas profunda (Bishop, 1997} y la mayor densidad se
encuentra en las capas proximas al soporte. Se piensa que los cambios de densidad se deben a las
variaciones de las poblaciones microbianas dentro de la pelicula.
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La densidad de la biopelicula puede ser significativamente alta en ambientes que
contienen particulas suspendidas de sales inorganicas insolubles que quedan integradas en la
biopelicula (Characklis, 1989); la concnetracién de sélidos puede incrementarse también con la
carga organica afluente, ya que se incrementa también la concentracién y penetracién de sustrato.

12.3.3. BIOLOGIA DE LAS BIOPELICULAS

Las biopeliculas estan constituidas principalmente por mezclas de poblaciones de
bacterias, hongos, rotiferos etcétera o bien, cepas puras de microorganismos aerobios o
anaerobios que utilizan glucosa (Lorda, 1994), acetato, metanol, incluso, compuestos
xenobiodticos como bifenilos y BPCs como fuente de carbono.

El tipo y distribucién de microorganismos en la biopelicula depende basicamente del tipo
y concentracién del sustrato disponible en el medio; en los procesos de biopelicula las bacterias
son las que inician la fijacién sobre el soporte, cuando se encuentran en un medio con abundantes
nutrientes organicos y buena disponibilidad de oxigeno.

El proceso de fijacion se inicia cuando los microorganismos comienzan a secretar
polimeros extracelulares (EPS, por sus siglas en inglés) que los va uniendo, tejiéndose asi la
biopelicula; con el incremento del espesor de la biopelicula se van desarrollando en ella otras
poblaciones de bacterias y hongos, esta disposicidon de microorganismos estd influenciada por la
concentracién de oxigeno, tipo y flujo de sustrato aplicado en contracorriente o co-corriente 1o
que favorece el desarrollo de uno u otro microorganismo (Tejero, 1994); de tal manera que las
células quedan unidas en disposiciones geométricas complejas con distribucién espacial; por lo
que no se pueden separar ni por el transporte de los sustratos o productos generados, ni por las
reacciones provocadas por 10s mismos microorganismos.

12.3.4. TRANSPORTE Y REACCIONES EN LA BIOPELICULA

El estudio de los diferentes procesos de transporte en la biopelicula son de vital
importancia para cuantificar la direccién y los procesos de transferencia de masa al interior del
sistema. La difusion molecular, la difusién turbulenta y el transporte advectivo son los principales
procesos de transporte en estos sistemas y la suma de ellos, representa el transporte de masas total
en la biopelicula (Charaklis y Wildered, 1989).

Al analizar los perfiles de concentracion de oxigeno externo e interno en la biopelicula,
se aprecia el efecto de los fenémenos de transporte externos, ya que al cambiar la velocidad del
fluido cercano a la biopelicula cambia también la tasa de oxigenacién y asimilacién del sustrato
(Chen y Bengay 1989). Ahora bien, el espesor activo de la biopelicula depende de la capacidad
de reaccidn de ésta, 1a cual estd en funcién de la concentracién y difusion del sustrato (Salazar,
1994),

Para determinar la penetracién de oxigeno en la biopelicula, recientemente se han
utilizado microelectrodos gue han demostrado variaciones que dependen de la estructura de la
biopelicula, tasa de asimilacion del sustrato, concentracion de oxigeno disuelto en el medio, tipo
de microorganismos y presencia de metabolitos tdxicos; llegandose a medir variaciones en la
difusibilidad efectiva (D) dentro de la biopelicula del orden de 90% en la interfase liquido-
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biopelicula y hasta de 25% en la capa interna; lo que confirma que la biopelicula no es
homogénea (Fu, 1993; Zhang y Bishop, 1994).

Por otra parte, las reacciones que se producen en la biopelicula dependen de los tipos de
microorganismos presentes o mas exactamente, de los sustratos que condicionan el desarrolio de
microorganismos especificos; por lo tanto, ¢! punto principal para la modelizacién de una
biopelicula se encuentra en conceptualizar la expresion matematica de los fenémenos de
transporte y reaccion simultaneas que se suceden en ella (Zamora, 1996).

12.3.5 ASIMILACION DEL SUSTRATO

En el analisis de las reacciones que ocurren en los reactores de biomembrana, ¢l sustrato a
ser degradado pasa a través de la membrana hacia el interior de la biopelicula por diferencia de
concentracion a medida que los microorganismos lo van metabolizando. Por otra parte, la
biopelicula consume del seno del liguido micronutrientes, oxigeno y elementos traza que una vez
puestos en contacto con ella, se transportan al interior por difusion molecular y posteriormente se
utilizan en la sintesis celular, finalizando el proceso con la transferencia y eliminacion de los
productos finales del metabolismo a la fase liquida del reactor.

Cuando en los contaminantes utilizados como sustrato existe deficiencia de algin
elemento esencial para los microorganismos, el elemento agotado es el que determina el espesor
activo o capa activa de Ia biopelicula por lo que se convierte en el factor limitante. Sin embargo,
como en la mayoria de los reactores aerobios el oxigeno se encuentra en menores
concentraciones en el seno del liquido que en los sustratos, seconvirten en el factor limitante, por
lo que es recomendable mantener la disponibilidad de oxigeno en e] medio mediante burbujeo o
agitacion mecanica (Vidart, 1992; Salazar, 1994).

12.4. MODELOS DE TRANSFERENCIA DE MASA

Los modelos matematicos de transferencia de masa intentan describir el efecto que tiene
el cambio de las condiciones intrinsecas de la biopelicula sobre la capacidad de asimilacion del
sustrato, expresado en términos de flujo y cantidad de sustrato en la interfase biopelicuia-liquido.

La mayor parte de los modelos planteados tratan a la biopelicula como un conjunto
homogéneo, es decir asumen una distribucién uniforme de sus propiedades y por lo tanto no
representan el fenémeno real; basicamente consideran que las relaciones dentro de la biopelicula
siguen cinéticas simples de Monod y Blackman (figura XII-1). Todos los modelos existentes, son
muy parecidos y cada uno suele introducir ligeras modificaciones sobre los anteriores para
considerar fendmenos especificos (Eguia, 1991); aunque existen algunos modelos méas completos
que consideran los cambios integrales dentro de la biopelicula, modelando la distribucion
espacial de los tipos de microorganismo que constitiuyen la biopelicula (bacterias heterdtrofas,
nitrificantes y desnitrificantes), considerando para ello perfiles de los sustratos amonio, nitrato,
nitrito, oxigeno y carbono organico (Chen, 1989; citado por Valenzuela, 1993). Estos modelos se
pueden combinar con el modelo conjunto de funcionamiento del reactor, con el fin de
proporcionar una descripcion de la eficiencia de eliminacidn del contaminante.,
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El modelo de Monod, es el més empleado para describir la eliminacion de la materia
organica soluble y la oxidacién del nitrégeno en los reactores de pelicula fija, bajo la condicién
de que el aceptor de electrones esté presente en concentracion limitada segin la siguiente
expresion (Vidart, 1992):

Donde:
Hmax » S Umax = Tasa de crecimiento especifico
p="_" méximo de las bacterias.
S+Ks S = Concentracion del nutriente

limitante.
Ks = Coeficiente de semisaturacion
para O, o sustrato,

El Modelo de Blackman es muy utilizado en los sistemas de peliculas fijas siempre que
sean altas las concentraciones de donador y aceptor de electrones.

pmax . S
M= para S< 2Ks
2Ks
[ = pmax para S> 2Ks.

Fig, XII-1.- Comparacién grafica de los modelos de Monod y Blackman (Zamora, 1996)

B/pm
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12.4.1. ANALISIS DE LA TRANSFERENCIA DE OXIGENO EN LA
BIOPELICULA

La transferencia de oxigeno es un proceso fisico que ocurre en dos etapas; en la primera,
la capa de oxigeno se disuelve en la capa del liquido para formar una capa relativamente
concentrada denominada interfase gas-liquido, definida como la pelicula de liquido en contacto
con la pelicula de gas (Lewis y Withman 1992 citado por Osa, 1995); en la segunda fase, ocurre
la trasferencia desde ésta etapa a todo volumen del liquido por difusion molecular, turbulencia
y/o adveccién (Winkler, 1986; Osa, 1995). Cuando la solubilidad del oxigeno en el agua es muy
baja, se supone que el proceso total de transferencia esta controlado por la segunda etapa es decir,
por la transferencia de la capa de interfase gas-liquido al seno del liquido. Operando en términos
de la concentracion de oxigeno disuelto y considerando que el coeficiente de actividad no cambia
entre la interfase y el volumen del liquido, el flujo mésico de oxigeno se puede expresar mediante
la siguiente ecuacion:

donde:

Na = Flujo masico de oxigeno

K, = Coeficiente de transferencia de
masas en la fase liquida.

(12.1) Na=KL (G-C) Ci= Concentracion de oxigeno

disuelto en la interfase.

CL = Concentracion de oxigeno
disuelto en volumen de liquido.

Generalmente, la concentracién interfacial se supone como el valor de equilibrio o
saturacion del oxigeno disuelto que estd en equilibrio con la presion parcial de oxigeno en la fase
gaseosa, segun la Ley de Henry, por lo tanto:

donde:
(12.2) No=Kp (C*-Cy) C* = Concentracién de saturacion
dada por :
(123) C*=PB/Hc donde:

PB = Presion parcial de oxigeno.
Hc = Constante de la ley de Henry.

Al considerar la transferencia de oxigeno a un volumen de liguido "V" que tiene un érea
interfacial "A" en contacto con la fase gaseosa se tiene la tasa de transferencia al liquido, "Mc"
por unidad de tiempo:

(12.4) Mc=Na.A=KL.A(C*-C)

Por lo tanto, la tasa de transferencia de oxigeno (TTO) por unidad de tiempo, por volumen
unitario del liquido, esta dada por:
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A donde: El coeficiente A/V se conoce como
(12.5) TTO = (C*-CL) superficie especifica, "a"
Vv
Por lo tanto:
Al factor K a se le conoce como "Coeficiente
(12.6) TTO=Ka (C*¥-CL) volumeétrico de transferencia de masas".

La tasa de transferencia de oxigeno varia con la concentracion del oxigeno disuelto en el
volumen del liquido C;, de tal manera que el valor de Kpa proporciona una guia util para
determinar la eficiencia de oxigenacidén bajo condiciones especificas, y es independiente de la
concentracion de oxigeno disuelto. A este respecto, se han desarrollado algunos modelos tedricos
para explicar €l proceso de transferencia desde la capa interfacial rica en oxigeno hasta el
volumen de solucién:

Segun la primera Ley de Difusion de Fick, el flujo de masa N, del oxigeno a través de un
drea unitaria en la unidad de tiempo, es proporcional al gradiente de concentracién de oxigeno
normal a dicha area, dc / dy y la constante de proporcionalidad se conoce como el " Coeficiente
de Difusién" D, por lo tanto: :

“ donde:
(12.7) Na =-Dc(8c/ dy) ¢ = Concentracién de oxigeno disuelto
’ y = Dimensi6n lineal normal del area considerada.

El signo negativo indica que !a direccién del flujo es en direccidn al gradiente de concentracién,

Por otro lado Lewis y Whitman (1992), propusieron un modelo en el que existe una
pelicula de liquido adyacente en la interfase del gas-liquido en la cual, en el que la concentracién
de oxigeno disuelto decrece uniformemente hasta un cierto valor que corresponde con en el
volumen de liquido, de tal manera que ¢l gradiente de concentracion en esta pelicula serd:

donde:

+
b

(12.8) (Fc/ By ) petiowa =(C1- CL ) yi yi = espesor de la pelicula.

Al comparar las ecuaciones (12.1) y (12.8), el coeficiente de transferencia de masa de la
fase liquida, K. es directamente proporcional al coeficiente de difusién "Dc" del oxigeno en el
liquido. Ahora bien, un incremento en la turbulencia puede conducir a una mayor difusién del
espesor de la pelicula "yi", e incrementos del gradiente de concentracién y la tasa de
transferencia de oxigeno (Zamora, 1996); es decir, en los procesos de biopelicula, la capacidad
de oxigenacion se incrementa al aumentar la agitacion del seno del liquido o la presion parcial de
oxigeno (Tejero et. al., 1997).
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12.4.2. FACTORES DE LA TRANSFERENCIA DE OXIGENO

Existen varios factores que pueden influir en la transferencia de oxigeno cuando se
utilizan sistemas de difusores; el tamafio de la burbuja y la mezcla en el reactor son los més
importantes pero a su vez, estan influenciados por la presencia de tensoactivos, sales minerales,
composicion del medio, etc.

12,4.2. 1. AGENTES TENSOACTIVOS

La adsorcion de surfactantes en la superficie de la burbuja reduce la tensién superficial lo
que da lugar a un 4rea interfacial especifica gas-liquido mayor para la transferencia de oxigeno.

En los reactores biolégicos, la concentracion de surfactantes puede verse incrementada o
disminuida dependiendo de los efectos combinados de produccién y/o eliminacién de
biosurfactantes por los microorganismos y por consiguiente la velocidad de {a tasa de asimilacién
de oxigeno puede cambiar ya que los surfactantes absorbidos en la biopelicula, (especialmente
macromoléculas) disminuyen el coeficiente de transferencia de masas (Kp) por el efecto de
disminucion que ejercen sobre la movilidad de la burbuja en la superficie y la formacion de una
zona de surfactante interfacial menos permeable.

12.42.2. ELIMINACION DE SALES MINERALES

Con la disminucién de la fuerza idnica del medio acuoso se incrementa el didmetro de
burbuja (disminuyendo el area interfacial especifica gas-liquido) debido al incremento de la
velocidad de 1a burbuja atribuida a su vez, a las fuerzas de repulsion electrostaticas mas débiles
generadas por los potenciales de superficie (Keitel, 1982; Robinson, 1974; Zieminski, 1971).

12.4.2.3. CARACTERISTICAS FISICAS DE LAS CELULAS

Segiin Andrew (1980), las células consideradas como particulas solidas pueden cambiar la
hidrodinamica que se genera alrededor de la interfase gas-liquido; se ha demostrado también que
la eficiencia de colision de varias células unidas con una burbuja es mayor cuando la interfase de
la burbuja es movil; por lo tanto un incremento de la colision permite una mayor union de las
células de la interfase con mayor arrastre y mayor movimiento interfacial; este fenémeno llamado
efecto “bola de nieve” (Snowball effect) puede generar un valor mayor de Ky y por consiguiente
un incremento de la transferencia de oxigeno. Sin embargo, debe tomarse en cuenta que las
células acumuladas en la interfase pueden retardar el transporte de oxigeno por un mecanismo de
bloqueo, originando una penetracién mas lenta del oxigeno en la capa activa de la biopelicula
(Bungay y Masak, 1981).

12.4.2.4. RESPIRACION DE CELULAS EN LA INTERFASE GAS-LIQUIDO

Se han propuesto varias teorias para explicar el efecto de la respiracién de las células
absorbidas en la interfase: por una parte, el oxigeno puede ser transferido directamente desde la
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burbuja a los microorganismos acumulados en la interfase gas-liquido (Bartholome, 1950); pero
se debe tener en consideracion también, que la resistencia de la transferencia de masas asociada
con la capa liquida que rodea a la burbuja y las células, se ve reducida debido a que las burbujas
se absorben sobre las células con la consiguiente unién de las capas liquidas estancadas (Bennet,
1964; Alberston y DiGergorio, 1975). A este respecto, Tsao (1968) ha postulado que el consumo
de oxigeno por las células acumuladas en la zona liquida adyacente a la interfase gas-liquido, se
debe a los gradientes excesivos de concentracion en la cercania de la interfase. Por otro parte, los
incrementos en el area de la biopelicula y de la tasa de difusién de oxigeno, conllevan a un
incremento de la transferencia interfacial debido al contacto directo entre las burbujas de gas
esparcidas y la capa activa de la biopelicula. Ahora bien, el incremento en la tasa de asimilacién
del sustrato incrementa también, la transferencia interfacial de oxigeno, pero sélo hasta un cierto
valor que corresponde a una tasa de difusién especifica y superando este punto ya no existen
incrementos en la transferencia interfacial de oxigeno (Reiber y Stensel, 1985 citado por Osa,
1995).

[Sustrato] Biomembrana Capa [Oxigeno]
liquida
estancada

Seno liquido

BPC
Aminado

.‘i. *

Espesor Distancia 4
activo

Fig. No. 2.- Perfiles de sustrato y oxigeno en una biopelicula de soporte permeable

Resumiendo, en un rector con mezcla, la concentracion de oxigeno y micronutrientes se
mantiene constante en todo el seno del liquido, disminuyendo a medida que atraviesa la capa
liquida estancada y la biopelicula; ahora bien, puede diferenciarse entre biopelicula totalmente
penetrada cuando la concentracién del medio y oxigeno se difunden hasta el soporte y en el caso
contrario biopelicula parcialmente penetrada, que puede estar delimitada a un espesor activo de la
capa externa y la biopelicula base, el espesor activo es el que fleva a cabo la biodegradacion y es
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a través del cual, se difunde el sustrato y oxigeno de manera cruzada (Figura 2). Sin embargo, el
espesor hasta el cual se difunde el sustrato es mayor que la del oxigeno, dado que la
concentracion de €ste es mucho menor en el seno del liquido atn y cuando las resistencias
difusionales son las mismas; por lo tanto, el que una biopelicula se encuentre total o parcialmente
penetrada depende del espesor de la misma (Tejero et. al., 1997).

12.5. MEMBRANAS COMO MEDIO DE SOPORTE DE LA BIOPELICULA

Las membranas de acuerdo a su estructura pueden ser porosas o compactas, homogéneas
o heterogéneas, simétricas o asimétricas, y de acuerdo a su carga eléctrica pueden ser neutras o
cargadas. La interaccidén soporte-microorganismo con membranas es inmediata cuando la
superficie esta cargada positivamente,

Las membranas cargadas eléctricamente estan constituidas por diafragmas porosos
denominados sistemas intercambiadores o selectivos; los gradientes de concentracion a través de
una membrana ademas de dar lugar al flujo de materia, puede causar una diferencia de presion
bajo ciertas condiciones desencadenando un proceso de dsmosis. Las membranas son por lo
general de polimeros sintéticos. Las membranas selectivas, poseen carga eléctrica en su
superficie (caras externas y paredes de los poros); cuando éstas son positivas, la membrana se
denomina intercambiadora de aniones, y cuando los grupos cargados fijos a la membrana son de
tipo anidnico, la membrana se {lama entonces intercambiadora de cationes.

Las membranas hidrofobicas tubulares se utilizan para inmovilizar la interfase de contacto
entre la fase organica y la acuosa; la posicion de la interfase acuosa-organica estd asimismo
controlada por las presiones de ambas fases.

Las fases pueden pasar a través de la membrana mediante disolucién en una de las caras
de la membrana con posterior liberacién y disolucidn en la otra fase o bien, pasando a través de
los poros de la estructura interna de la membrana. En cualquier caso, el proceso estd gobernado
por las propiedades tanto de la membrana como de las caracteristicas de las soluciones en
contacto con ella (Urtiaga, 1991).

12.5.1. PR OPIEDA-DES DE LA MEMBRANA

Las propiedades fisicas de las membranas, en virtud de su forma y configuraciéon juegan
un papel esencial en la transferencia de oxigeno, sustrato y en las caracteristicas hidraulicas del
reactor, por lo que cuanto mayor sea la superficie de la membrana como medio de soporte en los
reactores mayor serda el rendimiento, ya que el intercambio superficial es proporcional a la
superficie especifica de la membrana (Eguia, 1991).

Especialmente importantes son las caracteristicas de conformacién de la membrana ya que
tienen influencia directa sobre el tipo de microorganismo que coloniza su superficie debido a su
efecto electrostdtico sobre la velocidad de acumulacion y distribucién inicial de la poblacién
(Valenzuela, 1993). En principio es deseable una gran adherencia de los microorganismos a la
membrana, pero esto puede traer con sigo problemas de atascamiento por sobreacumulacion de la
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Daniels (1971), ha propuesto varios factores que afectan la adherencia de los
microorganismos sobre la membrana entre los que destacan;
¢ Caracteristicas de la membrana (soporte).- Tipo, forma ibnica, propiedades especificas,
rugosidad, interacciones soporte-célula y soporte-liquido y radio de curvatura,
Caracteristicas de los microorganismos.- Tipo de especies, medios de cultivo, edad del
cultivo, medio de suspensién, concentracion, propiedades superficiales, interacciones célula-
célula e interacciones célula-soporte,
Caracteristicas del medio.- pH, concentracidn, composicién, agitacion, tiempo de retencion,
temperatura e interacciones liquido-soporte y liquido-célula.

12.5.2. MEMBRANAS DE SILICONA

Otra de las caracteristicas importantes a tomar en consideracion, es el material con que
estan fabricadas las membranas; el uso de membranas de silicona para el tratamiento de
compuestos orgénicos ha sido reconocido como una tecnologia competitiva y mas eficaz que los
reactores convencionales ya que el contaminante no se encuentra en contacto directo con los
microorganismos (Brookes, 1994).

Las membranas hidrofébicas de silicona, estan constituidas con fibras huecas de didmetro
pequefio que les proporciona un area superficial considerable por unidad de volumen y tienen la
ventaja de ser muy permeables y altamente selectivas a varios hidrocarburos voléatiles clorados y
a gran variedad de compuestos arométicos clorados (Ngyen y Nobel, 1987) y totalmente
impermeables al agua y otros compuestos ionicos polares caracteristicas por las cuales, se han
utilizado ampliamente para separar los contaminantes orgdnicos por extraccién en estuarios
(Livingston, 1996; Prasard y Sirkar, 1988, Yun, 1992),

Los trabajos del equipo de Livingston (1993), han demostrado la eficacia de las
membranas de silicona para la degradacion de compuestos organoclorados, nitrobencenos y cloro
nitrobencenos por las caracteristicas intrinsecas del tipo de material que constituye la membrana.

Una caracteristica importante de las membranas de silicona es que no existe choque de
carga de flujo o materiales inorganicos entre las dos fases y la transferencia del contaminante a
través de la membrana se mantiene por la diferencia de concentracién inducida por la
mineralizacién bioldgica (Livingston, 1993; Brookes y Livingston, 1994). La adhesién de los
microorganismos a la membrana de silicona ocurre espontineamente debido a que las células
microbianas son ligeramente hidrofébicas al igual que la silicona (Freitas y Livingston, 1995).

Ademas de las membranas de silicona, existen otras fabricadas de polimeros organofilicos
como las membranas asimétricas de ultrafiltracion Zirfon® disponibles para su empleo en este
tipo de problemas, ya que son membranas delgadas (de 10-50 nm con didmetro de poro promedio
de 100 nm en la parte inferior y la parte abierta de 20-30 um con un diametro promedio de cerca
de 1 um) constituidas de materiales organo-minerales, con una matriz hidrofébica de
polisulfonato con cantidades variables de ZrO, como filtro inorgénico lo que determina sus
propiedades hidrofébicas (Peys, 1996).
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Las membranas de silicona juegan un importante pape! en los reactores de biomembranas
debido a que permiten el paso selectivo de las moléculas organicas de la tuz del tubo hacia el
exterior mientras mantienen separadas las condiciones inorganicas en el exterior de la membrana
(Pavasant et. al., 1996). El transporte masico a través de la membrana se realiza por un
mecanismo de difusion del contaminante hacia la biopelicula donde tiene lugar la degradacion
(Peys, 1996).

Ahora bien, para delimitar los procesos de transporte y separacién en la membrana, se
considera que solo tienen importancia aquellas fuerzas que dan lugar a flujos significativos de
materia y por ello, se dice que una diferencia de presién entre dos fases, da lugar a un flujo de
volumen, y un gradiente de concentracién a través de la membrana provoca un flujo de masa.

(Eguia, 1991).

12.6. MODELACION MATEMATICA DE LA BIOPELICULA

El transporte de BPCs a través de la membrana se puede describir con un modelo de
difusion de soluciones en el cual, la adsorcion del contaminante en el interior del tubo de
membrana se difunde a través de ella con la correspondiente desorcién en el lado exterior del
medio acuoso y estd influenciado a su vez, por la permeabilidad de las fases donde las fuerzas de
difusion a través de la membrana estan dadas por la diferencia de potencial quimico entre ellas
(Stiirken et. al., 1991).

Aunque existen varios modelos de biopelicula desarrollados para el tratamiento de aguas
residuales utilizando biomembranas (Benefield, 1985; Park, 1984; Sacz y Rittmann, 1988;
Skowlund, 1990; Wanner, 1986), €l modelo propuesto por Pavasant et. al. (1996 y 1997) es al
parecer el que mas consideraciones posee para describir el conjunto de fenomenos que suceden
dentro de un reactor de biomembranas, debido a que toma en cuenta, las coordenadas cilindricas
del reactor y es capaz manejar diferentes variables simultaneamente como por ejemplo, el espesor
de la biopelicula, concentracion del contaminante, biomasa en suspension y la tasa de produccién
de diéxido de carbono. Las suposiciones del modelo, toman en cuenta ademas las limitaciones de
difusion del contaminante hidréfobo por un gran espesor de la biopelicula.

L- El modelo asume, que la biomasa se desarrolla siguiendo la cinética de Monod () en
la transferencia de oxigeno y concentracion del sustrato [contaminante]. Los parametros ¢inéticos
de las células inmovilizadas en la biopelicula se consideran idénticas a las células que se
encuentran en suspension. El mantenimiento y muerte celular se describen utilizando los mismos
conceptos del coeficiente de degradacion endogena (pe).

La tasa especifica de reaccién del contaminante, oxigeno y didxido de carbono se pueden
describir como una funcién de py ¥ e con su correspondiente coeficiente de rendimiento.

By
Y

X
s

(1) He =—

XII-17




Capitulo XII Reactores de Biopelicula

@) pe =] O HRYS
Y, X
0
3 He = $L+MEY3K

X
C

I1.- La tasa de desprendimiento de la biopelicula (r3) depende de la concentracion de solidos (rbf),

espesor (8) y fuerza cortante (hidrodindmica) (y) siguiendo el modelo propuesto por Rittmann
(1982).

“4) rg =KDyt (Rina)yo.sa

La tasa de adherencia (r,} de la biomasa suspendida a fa biopelicula se considera de
primer orden y est4 en funcién de la concentracién de la biomasa suspendida (Py q).

(5) ra = dex,sh
Por lo tanto la tasa de eliminacion neta (rn) de la biopelicula esta dada por:
(6) 1—‘nai =r -l

II1.- El reactor de biomembrana considera el volumen de recirculacion en el interior de los
tubos de silicona para asegurar una concentracién constante del contaminante a degradar.

IV.- El transporte de masas del contaminante, oxigeno y diéxido de carbono en la
biopelicula estan descritos por la ley de Fick.

V.- El medio mineral en el reactor debe estar completamente mezclado por una bomba de
recirculacion.

VI.- La concentracién de sélidos de la biopelicula, los coeficientes de difusién y
transferencia de masas del contaminante, oxigeno y diéxido de carbono deben ser constantes
durante el tiempo de operacion,

VIL.- La biopelicula es homogénea y posee una superficie suave.

Por lo tanto el modelo de ecuacion para el contaminante, oxigeno y diéxido de carbono en
la biopelicula esta dado por:

P _ 9, 0 Py

@) at carl o + Mgt Po para la reaccion del contaminante
oP, 8, 8 P, Ny )
(8) at’bf = o r- 8rbf + Ko pt P para la reaccién de O, disuelto
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oP
%) ;té'f, = Src g:r ;éi’i + o s P para la reaccion de CO»

Sujetas a las siguientes condiciones de contorno:

aP.ts i
(10) Ss ‘é;!‘ = _kRm_. (ps.l - PsbfiiRh )
‘R
an soap"”i =0
x|
OP, 1|
(12) 9,—2 =0
or iRy,
P, .
(13) Ss a'b’ =kR“,s(Ps,sh _PSM{RM
‘Rou
P
(14) 9, a‘;‘”; =kRM_°(P°_S,, _Po:bfalnm)
Rou
P, |
(15) Ss ar'bf; =kR,...c(Pc,sh_Pc,bfiRm
"Rt

La tasa de cambio del espesor de la biopelicula esta en funcién de la tasa de desarrollo total y de
la tasa de eliminaci6n de la biopelicula.

(16) g!fl’f‘ = J::‘ HapiPur (2l )JAr — T 2R, L

El modelo dinamico involucra el crecimiento de la biopelicula permitiendo la interfase no
estacionaria biopelicula-medio mineral en el cual tiene lugar la transferencia de oxigeno y el
contaminante, Esto forma un problema de movimiento de limites que puede ser resuelto por el
método de Crank (1984) para transformar las ecuaciones a un sistema estacionario de limites que
se resuelve a su vez por el método de diferenciales finitas mediante una computadora bajo el
programa Process Modelling System (GPROMS por sus siglas en inglés) versién l.4c
desarrollado por Center Process Systems Engineering del Imperial College UK. (Pavasant, 1996;
Freitas dos Santos, 1997).
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12.7. FENOMENOS IMPORTANTES EN LA BIOPELICULA

Por otra parte, en los reactores de biomembrana es importante considerar varios
fenomenos durante el proceso de transporte de masas entre los que destacan:

» El flujo en el seno del liguido.- tanto los micronutrientes como el oxigeno entran al reactor
disueltos en el medio liquido hasta llegar a la biopelicula y el flujo de ambos hasta la capa
liquida estancada se da por difusion turbulenta y adveccion ya que existe agitacién en el seno
del liquido.

» Flujo en la capa limite estancada.- de acuerdo con esto, en la superficie de contacto del
liquido con la biopelicula existe una capa liquida estancada en la cual, el transporte de
micronutrientes y oxigeno sélo pueden darse por difusién molecular de baja magnitud,
independientemente de la hidrodinamica del flujo en el seno del fluido.

> Flujo dentro de la biopelicula.- generalmente se considera, que el liquido que ocupa los

- espacios de la biopelicula no tiene movimiento, es decir se halla estancado; de tal manera que

solo es viable el flujo de masas por difusién molecular y segiin Characklis (1990) en la capa
superficial predomina la adveccion (Osa, 1995).

La transferencia por difusién molecular en la capa limite estancada y a través de la
biopelicula, limitan el flujo de masas de los micronutrientes y oxigeno. Si se analizan las
concentraciones de los micronutrientes y oxigeno realizados en un perfil desde ¢l seno del liquido
hasta el soporte, se observa que ambas concentraciones disminuyen debido a la resistencia al
flujo en la capa limite y en el interior de la biopelicula debido a la resistencia al flujo (Osa, 1995).

Ahora bien, en el disefio del reactor es importante conocer ciertas consideraciones y
fendmenos que suceden en las membranas tales como:

12.7.1 AREA INTERFACIAL

Es el area de intercambio entre las fases a través de la membrana, la cual puede ser: area
interfacial especifica o el drea por unidad de equipo (a*). Este parametro es dificil de determinar,
ya que no sdlo depende de la geometria de contacto, sino de las propiedades fisicas de las fases y
de la hidrodindmica de flujo, de tal manera que en una membrana el espesor de la pared (relleno)
para contacto gas-liquido, el area interfacial depende de manera importante de la velocidad del
liquido y del material que conforma el relleno; mientras que, un sistema liquido-liquido depende
de la fraccion de volumen ocupada por la fase dispersa y del diametro de la gota, todo ello hace
que normalmente se utilice como pardmetro de comparacién el drea geométrica de la superficie
de relleno por unidad de volumen de equipo (a).

En los reactores de membranas de silicona, el volumen de relleno constituye ef volumen
ocupado por los tubos, dado que la interfase puede inmovilizarse tanto sobre la superficie externa
como en la interna; “a” puede referirse tanto al didmetro externo del tubo (d.) como al interno (d)
para reactores cilindricos, como didmetros internos de carcasa (d;), las 4reas geométricas
especificas externa e interna se expresan como;

2e=4. o/ do (12.9)
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at=4, ¢.d,/d;° (12.10)

Donde: ¢ es la fraccion de empaquetamiento de los tubos en el reactor, y esta dada por:

b=N.d? /d donde “N” es el numero de fibras (12.11)

Por lo tanto (1 - ¢ ), representa la porosidad media del lecho formado por el haz de tubos,
respecto al volumen vacio o total del reactor.

Si se supone que la interfase esta inmovilizada en la boca de los poros, el 4rea interfacial y
el 4rea geométrica deben de estar relacionadas a través de la fraccion de huecos en la superficie

de 1a membrana (§) :
a*=E A (12.12)

Y se puede tener una expresién aproximada, considerando esta fraccion igual a la
porosidad volumétrica del tubo (g), con lo que se tendria entonces:

a*=g.a (12.13)

Por lo tanto, en los reactores de membrana de alta porosidad, el area interfacial efectiva
puede estar bastante aproximada al area geométrica, lo que no ocurre en los rellenos
convencionales, donde puede llegar a ser notablemente inferior (Osa, 1995).

12.7.2, HIDROFOBICIDAD

La hidrofobicidad de una membrana estd dada por su capacidad para evitar la
permeabilidad de! agua. Esta propiedad depende del numero y polaridad de los grupos
funcionales contenidos en la estructura quimica del polimero. Asi, los polimeros celulésicos o
hidroxilicos, que contienen gran numero de grupos OH son altamente polares y transportan con
facilidad el agua. Por el contrario, los polimeros hidrocarbonados muy poco polares, tales como
el polipropileno constituyen excelentes barreras para el agua e impiden que ésta moje su
superficie (hidréfobos) (Osa, 1995).

12.7.3. PRESION DE BURBUJA Y PRESION DE MQJADO

Estos parametros limitan las presiones de operacion necesarias para mantener
inmovilizada Ia interface y evitar la dispersi6n de una fase en otra.

La presion de burbuja, “Pb”, se define como la presién de gas necesario para desplazar un
liquido de los poros y esté relacionada con el diametro del poro “d,” y la tensidn superficial del
liquido o, de acuerdo a la siguiente expresion:
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Pb=4.0/d, (12.14)

En sistemas liquido-liquido, donde el cardcter hidréfobo o hidréfilo de la membrana
determina la fase que llena los poros, el pardmetro equivalente es la presion de mojado, que se
define como la minima presién de liquido externo, necesaria para desplazar el liquido que llena
los poros y se expresa por;

Pm=4.cosq/d, Donde: ¢ es el angulo de contacto (12.15)

12.7.4. HIDRODINAMICA

Entender las interrelaciones entre hidrodindmica y transporte de soluto es esencial para
modelizar el proceso de acumulacién de la biopelicula con los cuales se puede predecir la
eficiencia de biodegradacién en el reactor.

En el andlisis del funcionamiento hidrodindmico de reactores de biomembrana, los
conceptos de flujo turbulento y flujo laminar son fundamentales. En el flujo laminar, las fuerzas
inerciales del fluido son insuficientes para vencer las fuerzas viscosas del mismo, lo que da por
resultado el movimiento estable del fluido establecido por capas o ldminas que no se mezclan
totalmente; por el contrario, en un flujo turbulento, se desarrollan corrientes turbulentas dando
por resultado la mezcla completa del fluido a lo largo de la trayectoria del flujo (Cunningham,
1989 citado por Valenzuela, 1993).

Un flujo se puede clasificar como laminar o turbulento de acuerdo a una magnitud
adimensional conocida como Nimero de Reynolds (Re) definido como.

Re = —— Donde: (12.16)
v V = Velocidad del flujo (L/T)
L = Longitud caracteristica
v = Viscosidad cinematica

Para flujos a través de medios porosos, I. es generalmente el didmetro medio;
conceptualmente Re representa la razon entre las fuerzas inerciales y las fuerzas viscosas y para
ello, se define un valor por debajo del cual el flujo es laminar y por encima del cual comienza a
ser turbulento; para medios porosos, este valor es 6.1

En sistemas porosos, se observan valores de Re dentro del rango laminar. Si Re < 1,
entonces se presume vélida la Jey de Darcy que sirve como base para definir la relacién entre la
hidrodinamica y el medio poroso expresada por:

dh
V=k(__) (12.17)
dL

Donde:
V = Velocidad especifica (L/T), caudal entre superficie total
k = Permeabilidad hidréulica (L/T)
d/dL = Gradiente depresion en direccion del flujo.
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Las trayectorias que sigue el flujo a través del medio poroso, son muy tortuosas y
variables resultando de esto, una amplia distribucion de velocidades (dificiles de medir), que
afectan significativamente la acumulacidn de la biopelicula dentro del medio poroso (Valenzuela,
1993).

12.7.5. FRICCION

Las resistencias al paso del fluido, debido a la friccién de rozamiento es una medida de la
transferencia de momento, desde el fluido 2 la superficie confinada, y se puede cuantificar
mediante un coeficiente adimensional de friccion f, con la siguiente expresion:

Fuerza de arrastre / area caracteristica
f= (12.18)
Energia cinética / volumen

Para el flujo en medio poroso, laminar o turbulento, f varfa con el Re segin la relacién
expresada por la ecuacion Carmen-Kozeny donde a es la porosidad promedio del medio:
l-a
f=150. + 1,75 (12.19)
Re

La acumulaciéon de biopelicula produce un incremento del factor de friccién. La
acumulacioén influye también sobre la hidrodinamica del flujo a través del medio poroso. Sin
embargo, este efecto se debe basicamente a la disminucion del diametro efectivo del poro, €l cual
se ve disminuido por la biopelicula y por consecuencia disminuye la permeabilidad
{Cunningham, 1989 citado por Valenzuela, 1993).

Recientemente, las tecnologias de separacion de contaminantes a través de biomembranas
ha encontrado gran variedad de aplicaciones en el tratamiento de residuos industriales peligrosos,
los cuales se pueden remover en la fuente de generacion con mayores ventajas que las tecnologias
convencionales (Stiirken et. al., 1991); las innovaciones mas recientes realizadas por el equipo de
investigacién de Livingston (1993) han demostrado la eficiente biodegradacion de varios tipos de
compuestos organoclorados utilizando sistemas de biopelicula adheridas a membranas; siendo los
compuestos aromdticos clorados los que muestran mayores eficiencias de eliminacion en éste tipo
de biorreactores.

Entre los procesos biolégicos utilizados recientemente, los tratamientos con
biomembranas son los menos sensibles a los cambios bruscos de concentracién del contaminante
ya que estan caracterizados por una alta concentracion de biomasa que es capaz de inmovilizar
los compuestos por adsorcion, fendémeno que juega un papel importante en la asimilacidén del
compuesto. Ademés, el uso de los reactores de biomembranas difiere de los sistemas de
tratamiento bioldgico convencionales por las siguientes caracteristicas:

¢ Estabilidad del proceso.- Se mantiene la reduccion del contaminante eficazmente aun en
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condiciones ambientales variables como por ejemplo paradas y arranques del reactor.

¢ Posibilidad de operar a altas concentraciones del contaminante ya que éste no se encuentra en
contacto directamente con la biomasa y es proporcionado de manera "dosificada" por la lenta
difusién a través de los poros de la membrana.

¢ Reduccion de los requerimientos operacionales.- ya que se reduce el mantenimiento por la
poca generacion de fangos.

¢+ Son de disefios sencillos y utilizan generalmente menores consumos de energia que los
sistemas convencionales, ademds de ser modulares y de ficil operacién.

¢ Tienen costos de implementacién mucho menores que los reactores convencionales.

¢ Poseen un gran potencial de mineralizacién de contaminantes aromadticos clorados a bajo
costo, si se compara con los sistemas de oxidacion quimica e incineracién.

¢ No genera subproductos téxicos al medio ambiente.

¢ Las altas concentraciones de biomasa pueden traer consigo problemas con la transferencia de
sustratos y oxigeno dentro de la membrana.

¢ La produccion de energia se lleva a cabo por la gran actividad y concentracion de la biomasa
y a los procesos bioldgicos de las reacciones exotérmicas (oxidacién, nitrificacién y
desnitrificacion).

4 En los requerimientos de oxigeno del reactor, alta concentracion de biomasa produce una
gran demanda de oxigeno bebido a los procesos de oxidacién.

¢ La produccién de lodos en los reactores de biomembrana es mucho menor que en los sistemas
convencionales.

¢ Las necesidades de oxigeno se pueden suministrar utilizando sistemas de burbujeo de
oxigeno, ya que las membranas de silicona son permeables al oxigeno ademds de ser muy
resistentes a la abrasién quimica y mecanica (Cote, 1988).

¢ Los requerimientos de energia para mantener la actividad bioldgica pueden verse
incrementados manteniendo una velocidad de recirculacién adecuada para permitir el paso del
contaminante a través de la membrana.
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13. METODOLOGIA

El presente estudio, se realizé en el seno de un grupo investigadores especialistas en
cromatografia de gases/masas y resonancia magnética nuclear del Instituto de Quimica y el
Posgrado de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Nacional Auténoma de México,
interesados en la biodegradacion de residuos industriales téxicos y peligrosos en combinacion
con un grupo de trabajo con amplia experiencia en disefic y operacion de reactores de
biomembrana en el Departamento de Ciencias y Técnicas del Agua y Medio Ambiente de la
Universidad de Cantabria, (Espafia). Aprovechando pues, la amplia experiencia y posibilidades
de desarrollo de las técnicas en las areas mencionadas, se planted un estudio de eliminacién de
BPCs aplicando previamente un tratamiento quimico de nitracion y posterior reducccion a amina
que incluyera de modo amplio, aspectos cualitativos, cuantitativos y de biodegradacién de BPCs
cuyos beneficios fuesen tanto de aplicacion tedrica como de utilidad practica.
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13.1. El trabajo experimental comprendid las etapas que se presentan en el diagrama XIII-1

Obtencion de muestras de aceite dieléctrico

y
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13.2. Obtencion de muestras de aceites dieléctricos

Las muestras de aceites dieléctricos con BPCs fueron obtenidas en los centros de
almacenamiento de transformadores eléctricos en la Comision Federal de Electricidad de México,
Sistema de Transporte Colectivo Metro de la ciudad de México y de la compaiiia Hidronor S.A
en Bilbao (Espafia). Los estandares comerciales de BPCs de las familias Aroclors® 1232, 1242,
1248, 1254 y 1260 fueron adquiridas en la Casa Comercial Supelco.

13.3. Determinacion de la concentracion de BPCs en las muestras de aceites
dieléctricos
La determinacion de la concentracion de BPCs en las muestras de aceites dieléctricos fue

realizada por diferencia de peso antes y después de la extraccion con acido sulfirico la cual se
describe a continuacion.

13.3.1. Técnica de Extraccion de BPCs

Se realizd la extraccion de BPCs de las muestras de aceite dieléctrico por medio de la
técnica del acido sulfiirico con el objeto de eliminar todas las interferencias organicas; para ello:

¢ Se agregan 10 ml de la muestra de aceite dieléctrico en un embudo de decantacion,
afiadiendo 25 ml de acido sulfiirico concentrado y 25 ml de agua; se agita ligeramente con
precaucion, ya que la feaccion es muy violenta y se generan gases. Se repite el proceso
cinco veces o hasta que en la fase organica se observe una solucion transparente.

* Se separan las fases acuosa y organica por decantacion; en caso de formarse una
emulsion, se afiaden 10 ml de metanol para separar las fases y 10 ml de hexano para
recuperar el BPC.

¢ Se extrae la fase organica disuelta en hexano en un vaso de precipitado; en caso de quedar
residuos de la fase acuosa se afiade metanol y hexano y se vuelve a decantar en otro vaso
de precipitado.

¢ Se evapora el hexano én rotavapor y se recupera el BPCs.

13.3.2. Técnica de Purificacion

Se realizo 1a purificacion de BPCs en una columna cromatografica de florisil® con el
objetivo de eliminar cualquier interferencia de compuestos organociorados, para ello:

¢ Se activa el florisil en una estufa a 130 'C durante 24 horas.
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¢ Se prepara la columna cromatogréafica empacando la columna con 1 cm de fibra de vidrio
afiadiendo aproximadamente 20 cm de florisil activado con ligeros movimientos rotativos
para lograr la homogeinizacion del empacado y finalmente se adiciona una uftima capa de
1 cm de sulfato de sodio anhidro.

¢ Una vez preparada la columna se realiza una primera elucion afiadiendo hexano hasta
cubrir toda la columna mas 1 cm; se afiade el BPC hasta 1 cm por encima del sulfato
aftadiendo mas hexano hasta completar 80 - 100 ml,

¢ Se recupera el BPCs purificado en un vaso de precipitado evaporando el hexano para
concentrar la mezcla de BPCs.

¢ Se debe lavar la columna de florisil con 100 ml de acetona y hexano manteniendo llena
siempre la columna; una vez lavada la columna se puede utilizar para seguir purificando
mas BPCs,

13.4. DETERMINACION CROMATOGRAFICA DE BPCs

La caracterizacion analitica de BPCs se realizo por medio de la técnica de cromatografia
de gases acoplado a espectrometro de masas (CG/EM).

e El equipo de utilizado fue un Cromatografo Hewlett Packard Serie II acoplado a un
Espectrometro de masas Jeol IMS-AXS0SHA. El equipo utiliza una columna ultra-2 de fenil-
silicona de 25m X 0.2mm IDX 0.33um fue proporcionado por el Instituto de Quimica de la
UNAM para el analisis de la muestras obtenidas en México y un equipo de CGg/EM Perkin
Elmer modelo Q-mass 910 serie 8000 con AutoSystem controlado por computadora. El
cromatéografo utiliza una columna OV1 (100% metil silicona) de 25 m X 0.25mm ID X 30 X
25pm. El equipo de CG/EM fue proporcionado por el Centro Investigacion de Medio
Ambiente (C.IM.A) de Cantabria, Espafia.

13.4.1. Condiciones Operativas del Cromatdgrafo de Gases para el Andlisis de BPCs

A

4

i1 i S DN S R e
Wigisriad R T VR Y I 5 - : : -
Gas 45 Kpa

pontador He/presion
Temperatura de inyecccion 250°C
Detector de temperatura 290°C
Temperatura inicial 70 ° C mantener por 2 min,
Programa de temperatura 70° C hasta 285° C a 4 °C/min
285 ° C mantener por 10 min.
10p

350°¢C
En de electron 70 eV
Barridos de masa 50-500 Da,
Tiempo de barrido 1 seg/ década
Detector 250V

Para la preparacion de muestras de BPCs para su determinacion analitica se disolvio el
extracto seco de cada uno de los compuestos en 2 ml de hexano para el analisis cromatografico
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correspondiente, se tomé 1.0 pli de~muestra y se procedié al andlisis por inyecciéon al
cromatografo con "splitless” abierto; se realizaron al menos 3 inyecciones del concentrado.

13.4.2. Soluciones patrén

Los patrones de Aroclor® comerciales pueden variar en su composicion lo que supone una
importante fuente de errores en el proceso de cuantificacion cuando se utilizan como patrones;
para evitar esto, la Comunidad Economica Europea aconseja la determinacion utilizando una
serie de isomeros individuales seleccionados por su facilidad de ser detectados en la mayoria de
las mezclas comerciales y ambientales. Por ofra parte, con la cuantificacion de picos aislados, se
elimina el factor subjetivo de seleccionar el perfil de un tipo especial de Aroclor® y se asemeja
mas a los componentes existentes en la muestra.

Los Isomeros de cuantificacion utilizados como patron corresponden a los niimeros 28,
52, 101, 118, 138, 153 y 180 de la IUPAC.

En principio, se ha seleccionado un isomero por cada tipo de congénere (tetra, penta,
hexa, y heptaclorobifenilo) del patron y se realizd la curva de calibrado para cada uno de ellos
preparando distintas concentraciones y representando el area obtenida frente a la concentracion.
Las concentraciones utilizadas y las areas obtenidas se presentan en las figuras 1,2,3 y 4 como se
puede observar, los puntos se ajustan bien a una ecuacion del tipo (y = ax + ) por lo que se han
utilizado para la cuantificacion de los BPCs.

Para la cuantificacion, se infroduce la muestra probiema al cromatdgrafo y se calcula el
area dependiendo del tipo de congénere (tetra, penta, hexa, o heptaclorobifenilo) aplicando la
ecuacion obtenida anteriormente para cada patrén. Fue necesario diluir 100 veces en hexano la
muestra concentrada de BPC para no saturar el detector del espectrometro por lo que los valores
obtenidos fueron multiplicados por 100

TETRACLOROBIFENILO PATRON

< y = 625814x - 126647
< < RZ=0,9733

[
€ 8

5 ¢ Seriet

o —Lineal (Serie1)

0 5 10 15
CONCENTRACION(ppm)

Figura No.XllI-1.- Recta de calibrado del patron tetraclorobifenilo.
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HEXACLOROBIFENILO PATRON
<
a y = 509999x - 84379
5 R? = 0,0648
"
< + Seriel |
[ -—Lineal (Serie1)
< 0 5 10 15 —
CONCENTRACION{(ppm)
HEPTACLOROBIFENILO PATRON
| é 3. 00E+06 y = 277383x - 97452
b R?=0,9779
3 2,00E+06
E 1,00E+06
g ¢ Seriel
e 0,00E+00 L ineal (Serlo1)
< 0 5 10 15
CONCENTRACION(ppm)

Figuras No X1lI-2,3 y 4 Rectas de calibracién de cada congénere utilizado como patron.
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Es importante aclarar que todos los isomeros estan referidos a mismo patrén por ejemplo,
todos los hexaclorobifenilos estdn referidos al mismo hexaclorobifenilo ya que no se disponia de
todos los isomeros hexaclorobifenilos para distinguirlos entre ellos; en realidad es una
determinacion semicuantitativa ya que todos los hexaclorados no responden de igual forma al
espectrometro de masas; incluso en algunos casos, ciertos hepta y octacloro bifenilos eluyen
juntos y no es posible cuantificarlos.

Con respecto a la cuantificacion de los octaclorobifenilos, no ha sido posible realizar la
recta de calibracion ya que se requeria de una concentraciéon mayor a 10 ppm de la que existe en
la disolucidn patron y debido ademds, a que por debajo de esta concentracion, la respuesta de este
tipo de congénere es apenas perceptible por el detector de masas.

13.4.3. Requerimientos Instrumentales

Cromatégrafo de gases/espectrometro de masas (CG/EM).
Columna capilar OV1 (25mX 0,25mm id, 30um)
Material de cristal.

13.44.4, Reactivos Utilizados

Solventes organicos garantlzados para plaguicidas.
Estandares de BPC (Aroclor ®1232, 1242, 1248,1254 y 1260).
Acido sulfiirico concentrado

n-hexano

Florisil de 150 a 250 mm de Merck

Sulfato de sodio anhidro

13.5. PRETRATAMIENTO QUIMICO

La idea de realizar el tratamiento de nitracion y posterior reduccién a amina a la molécula
de BPC con el objetivo de modificar sus principales propiedades que inhiben su biodegradacion
surgié del grupo de investigadores mexicanos de la Universidad Regiomontana, Instituto de
Quimica y Division de Estudios de postgrado de la Facultad de Ingenieria, Seccion Ingenieria
Ambiental de la UNAM.

13.5.1. Procedimiento de Nitracion

Para la nitracién de los patrones de BPCs se utilizo la técnica modificada de Chaudhary y
Albro (1978) mezclando 2.2 ml. (0.02 mol) de anhidrido acético a 0 °C con &cido nitrico fumante
(1,6 ml, 0.04 moles), enfriado a la misma temperatura, y a esta mezcla se le afiadieron 50 mg de
cada uno de los estandares de los Aroclors.®

Para la nitracion de los BPCs extraidos de los aceites dieléctricos, se utilizaron 6.44 ml de
anhidrido acético y 4.68 ml de écido nitrico fumante por cada 10 ml de BPC.
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e La temperatura de reaccién de la mezcla aumenta a 50 °C después de dos horas de
agitacion mecdnica a temperatura ambiente, y se debe mantener durante 30 minutos mas
en bafio Maria.

o Se lava la mezcla sulfonitrica con agua fria varias veces para eliminar todo el residuo
icido; la fraccion solida formada, se filtra sobre filtro de vidrio y se lava con 50 ml de
bicarbonato de sodio al 10% y agua destilada, se afiade hexano y se realiza la separacion y
aislamiento de los BPCs nitrados de la mezcla por decantacion recuperando la fase
organica en un embudo de separacion.

e FEs conveniente realizar una purificacion en columna cromatografica de florisil
recuperando el BPC nitrado por evaporacion del hexano y secandolos con lampara de luz
infrarroja.

e El producto generado de este tratamiento se utiliza para realizar el proceso de aminacion
por reduccion con hidrazina.

o Se realizd ademés el andlisis cromatografico correspondlente y el estudio de las
posiciones nitradas por medio del anélisis resonancia magnética nuclear.

13.5.2, Técnica de Reduccion con Hidrazina

Para la aminacion del producto de tratamiento de nitracion, se aplicé la técnica modificada de
reduccion catalitica con cloruro férrico e hidrazina propuesta por Hirashima y Manabe (1975) por
ser una técnica relativamente rapida y libre de interferencias en los resultados; para ello:

e Sediluyen 10 ml de BPCs nitrados en 20 ml de metanol dentro de un matraz.
¢ Se afladen 25 ml de hidrazina al 80 %.

o Seafiaden 5 gotas de cloruro férrico al 10 % como catalizador.

¢ Se agita suavemente (con agitador magnético) durante 15 min.

e Se separa el residuo de hierro por decantacion.

o Se afiade una pequefia cantidad de hexano para separar las fases acuosa y organica formadas y
recuperar la fase orgénica.

o Se realiza una purificacion en columna con florisil,

e Se realizan los estudios de CG/MS y MNR-H' correspondientes.
¢ Se aplica el BPC aminado en el tratamiento de biodegradacion en el reactor aerobio.

13.5.3. Reactivos

e Solventes organicos garantizados para plaguicidas
¢ Anhidrido acético

X118



Capirulo X1lI Metodologia

e Acido nitrico fumante :
o Soluciones estandares de Aroclor® 1232, 1242, 1248,1254 y 1260 de SO mg cada uno

¢ n-Hexano

13.5.4. Materiales y Equipo

Matraces y tubo de vidrio para el proceso de nitracion de BPCs

Embudo separador de vidrio de borosilicato con tapa de vidrio esmerilado
Placas de agitacion magnética

Equipo de bafio Maria

Lana de vidrio

13.6. Manejo de Residuos

El tratamiento de los residuos generados de los tratamientos quimicos se realizd por
recuperacion de reactivos a partir de la mezcla sulfonitrica e hidrazina por destilacion fraccionada
y posterior reutilizacion en un lecho de hidréxido de sodio para neutralizar el pH.

13.7. PREDICCION DE POSICIONES NITRADAS

Debido a la falta de informacién y referencias bibliograficas  de bifenilos policlorados
nitrados y aminados fue necesario realizar un programa de predlcclon de las posibles posiciones
de nitracién y aminacién de las mezclas comerciales de Aroclors®.

13.7.1 Tratamiento Matemitico en el Programa MatLab

La predicion de las posiciones nitradas se realizo mediante un tratamiento matematico con
el programa Matlab version 5.0 de la compaiiia Mathwork; para esto fue necesario crear una
matriz cuyas dimensiones fueron 10 x 210 celdas, en las cuales cada columna corresponde a uno
de los 209 isdmeros, segun 1a nomenclatura IUPAC, més el 210 que corresponde al bifenilo no
clorado; las filas comresponden a la posicion del grupo nitro introducido en cualesquiera de las
posiciones orto, para o meta.

Los valores determinados en la matriz son: 0 = posiciéon del hidrogeno, 1 = posicién
clorada y 2 = posicion nitrada. A partir de esta matriz, se define una funcién de nitracién que
actia sobre cada isomero segun las siguientes reglas:

a) Para cada anillo, si la posicion para no esta sustituida se nitra.

b) Si ésta se encuentra sustituida, se nitra en cualquier posicién orto libre.
¢) Se puede nitrar en 1a posicion meta s6lo si es 1a inica posicion libre y
d) No puede haber mas de dos grupos nitro por cada anillo.
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Para calcular las masas de los isdbmeros de BPCs y BPCs nitrados, se han tomado en
cuenta los siguientes pesos moleculares: C =12, H=1, Cl= 35, N =14, O =16,

Para la rapida identificacion cromatografica de los productos nitrados se sumaron los
pesos atdmicos de los grupos nitro al ion de identificacién del isémero de BPC.

Para confirmar la efectividad del proceso de nitracién, se realizod la comparacion de los
valores de las masas de los compuestos obtenidas por medio del anélisis cromatografico
(realizando un monitoreo selectivo de iones) y los analisis de resonancia magnética nuclear con
las propuestas por el programa MatLab.

13.8. CARACTERIZACION ANALITICA DE BPCs NITRADOS Y AMINADOS

La identificacion de los componentes de los BPCs nitrados y aminados, se realizé también
por espectrometria de masas con un programa cromatogréifico de menor temperatura para obtener
una mayor resolucion y evitar la posible descomposicion térmica de los grupos nitro y amino
introducidos a la muestra. Se requirié ademas, de la aplicacion de las técnicas de RMN-H' para la
comprobacion de las posiciones nitradas y aminadas en la estructura molecular de los diferentes
congéneres de estos compuestos.

Para la identificacion cromatografica de los productos nitrados se calcularon los pesos
moleculares considerando la posibilidad de hasta dos grupos nitro por molécula de BPC.

Condiciones operativas del cromatografo de gases masas para el analisis de BPCs nitrados y aminados:

Hoing: —-
(as portador Helio a 30 cm/seg

Temperatura de inyeccion 250°C

Detector de temperatura 290°C

Temperatura inicial 40 ° C mantener por 4 min.
Programa de temperatura 40 ° Chasta 270 ° C a 10 °C/min,
Temperatura final 270 ° C mantener por 4 min.
Inyeccién L5

Condiciones el Sspectromeins de e, . &~
Temp. Fuente de ionizacion 250°C

Energia de electron 70 eV

Barridos de masa 35-500 uma

Tiempo de barrido 1 seg/década

Detector 250V

13.9. DETERMINACION POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los analisis de Resonancia Magnética Nuclear de las muestra generadas en México y
Espafia fueron realizados por Chévez (1998) en el Instituto de Quimica de la Universidad
Nacional Auténoma de México, con el objetivo de verificar las posiciones nitradas y aminadas en
la molécula de BPC, utilizando un equipo de RMN marca Varian Gemini modelo 200
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funcionando a temperatura ambiente de 20 °C, utilizando disolventes polideuterados y a una
frecuencia de 200 MHz..

13.10. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS BPCs NITRADOS

13.10.1, ANALISIS CALORIMETRICO DIFERENCIAL

El analisis de calor y temperaturas de transicion de los BPC nitrados, se realizé utilizando
un equipo “Analizador Calorimétrico Diferencial” (Differencial Scanning Calorimetry, DSC) con
las siguientes condiciones de operacion:

Celda del DSC: L=30cm; A= 13 cm; H=19 cm
Rango de temperatura: -170°C hasta 725°C
Tamaiio de muestra: 0.5 a 100 mg
Volumen de la muestra: 10 mm® en cdpsulas herméticas
Cépsulas abiertas y selladas
Volumen de la celda 2 cm’
Termopar de la muestra: Cromo-aluminio
Termopar de control: Platinel® II

Las muestras fueron analizadas en un rango de -150°C a 300°C mediante la técnica
siguiente:

1. Pesar 10 mg de muestra en una capsula de paladio.

2. Sellar la capsula

3. Se introduce al equipo DSC.
4. Se baja la temperatura con nitrégeno liquido hasta -150 °C

5. Una vez alcanzada la temperatura de -150°C, se inicia la rampa de calentamiento’
(10°C/min) registrando los cambios de calor y temperatura que experimenta la muestra
durante el proceso.

13.11. DETERMINACION DE ECOTOXICIDAD

Antes de la aplicacion del BPC aminado en el tratamiento bioldgico, se determind su
ecotoxicidad mediante el método de bioensayo de luminiscencia de la bacteria Photobacterium
phosphoreum, en el cual se considera que una sustancia es ecotéxica si presenta una ECs
(concentracion efectiva de la sustancia que reduce la emision de luz de las bacterias en un 50%)
inferior o igual a 3.000 mg/l bajo las siguientes condiciones de ensayo: 15 °C durante 15 min
aplicando 10 ml de muestra disuelta en agua utilizando un equipo Microtox 500 (Microbics,
1998). El ensayo fue realizado en el Departamento de Quimica de la Universidad de Cantabria.
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13.12, APLICACION DE TRATAMIENTOS MICROBIOLOGICOS

13.2.1, Descripcion Técnica de la Experimentacion

La investigacién fue realizada primero con bioensayos y posteriormente en los reactores
de biomembrana en fases aerobia y anaerobia con el mismo método experimental utilizando los
bifenilos policlorados que han sido aminados en el pretratamiento quimico anterior.

!. En una primera etapa, se realizaron 4 ensayos de degradacion aerobia del BPC aminado
mediante técnicas de bioensayo determinando también, los subproductos generados durante el
proceso mediante analisis cromatografico. Los resultados de esta fase, fueron utilizados para
determinar los parametros de control del reactor, tales como: ¢l tipo y concentracién del
medio mineral a utilizar, control de pH, temperatura, rango de oxigenacidn del sistema y tipo
concentracion de metabolitos generados; asi como la evacuacion de subproductos téxicos que
pudiesen intervenir en el rendimiento total del sistema.

2. En una segunda etapa, se realizaron los tratamientos de biodegradacién de los BPCs
aminados en los reactores anaerobio y aerobio con el fin de determinar como influye el
proceso de decloracion anaerobia y oxidacidn aerobia en el rendimiento del total del proceso
de degradacion del compuesto.

3. Tanto en los bioensayos como en los reactores, se utilizé un medio mineral con glucosa como
cosustrato en la primera fase de adhesion de la biopelicula a la membrana y posteriormente
sdlo BPC aminado como unica fuente de carbono.

13.12.2. Prueba de BPCs Aminados como Sustrato de Crecimiento

Se realizaron 4 bioensayos para determinar de forma rdpida y econémica la capacidad de
degradacion y actividad conjunta de las cepas de microorganismos sobre los BPCs aminados. Los
ensayos aerobios, se realizaron en matraces provistos de una tuberia para el suministro de
oxigeno. La biomasa se adhiere a la parte externa de una membrana tubular de silicona con
alimentacién de BPCs aminados en la parte interna de la misma, de modo que se establece el
flujo del contaminante a ser degradado por la difusién del compuesto a través de las fibras de la
membrana permeable hacia la biopelicula. En todos los bioensayos se suministraron los
micronutrientes necesarios.

¢ Para determinar la utilizacién de los BPCs aminados como sustrato de crecimiento por los
migroorganismos; se prepararon los matraces de 500 ml conteniendo el medio mineral con
glucosa y amonio s6lo al incio del desarrollo de la biopelicula; posteriormente sdlo se utilizd
BPC aminado. Se afiadié ademds, un buffer de fosfatos para mantener el pH en 7,2. El
suministro de oxigeno fue realizado por burbujeo a temperaturas de incubacion de 24°, 26° y
28 °C,

¢ Se realizaron cuatro bioensayos utilizando: a) en el primero, el hongo de la putrefaccion
blanca Phanerochaete chrysosporium, b) en el segundo una mezcla de hongos formada por
Aspergillus niger, A. versicolor, Nocardia uniformis, Nuerospora crassa, Tricoderma resseil

X112



Capitulo XIII Metodologia

y Phanerochaeie chrysosporiium. c¢) en el tercer bioensayo se utilizd una mezcla de bacterias
principalmente de los géneros Pseudomonas sp. Rhodococcus sp., Alcaligenes sp. y
Acinetobacter sp. y d) en el cuarto bioensayo se utilizé una mezcla de todos estos
microorganismos.

¢ La siembra se realiz0 por inoculacién con asa bacteriologica de cada una de las cepas de
microorganismos, en un matraz de 50 ml con medio mineral diariamente durante un lapso de
7 dias durante el periodo de colonizacién y posteriormente cada 3 dias.

¢ De los 50 ml inoculados con la cepas se tomaron 0.5 ml de la suspensién de microorganismos
y se midi6 su absorbancia con un espectrofotometro 20 a A= 660 nm dando por resultado un
valor de 1.0 Unidades de absorbancia. El crecimiento de los microorganismos fue registrado
durante un periodo de 3 dias, volviendo a medir la densidad éptica del medio a A= 615 nm,;
una lectura superior de 0.3 unidades de absorbancia, fue considerada como prueba de
crecimiento efectivo.

¢ En el matraz, se introdujeron los tubos de membrana de silicona en forma de "U" (figura
XTII-5) para que sobre ellas se desarrollase la biopelicula en un periodo aproximado de una

semana.

Fig. No XJII-5.- Representacion esquemdtica de las condiciones en que se realizaron los bioensayos

¢ Una vez desarrollada la biopelicula, se afiadieron 10 ml de muestra de BPCs aminado en el
interior del tubo, siendo biodegradado a medida que se difunde a través de las fibras de la
membrana hacia la biopelicula. En este caso particular, no es necesario esperar un periodo de
aclimatacion de la biomasa al sustrato, ya que el contaminante se encuentra separado de la
biomasa por la membrana de silicona. Esta sirve como medio dosificador impidiendo
concentraciones excesivas en la biopelicula.

¢ Pasado los periodos de toma de muestras, se determind la acumulacién de metabolitos
formados por medic de CG/EM preparando alicuotas de 20 ml a partir del medlo de cultivo,
filtrando y sedimentando las células previamente por centrifugacién.
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¢ Se determind la eliminacién de los BPCs aminados en la biopelicula, por la medida de la
absorbancia a 386 nm en el medio mineral y por determinacion de la acumulacion de
metabolitos identificados por CG/EM.

¢ El porcentaje de la biodegradacion de los BPCs aminados se determiné por CG/EM
realizando los céalculos estequiométricos de las reacciones entre los productos y los
metabolitos generados.

13,12.3. Determinaciones Anallticas

1. pH .- Se determiné aplicando el método electrométrico (4500-H" B) del APHA (1992) con un
equipo Crison, modelo 2001.

2. Oxigeno disuelto.- Se determiné empleando un equipo de mediciéon de oxigeno miarca
Jenway, modelo 9701 provisto de electrodos de oxigeno y temperatura con precision de + 0.2
mg/ly+0.5°C.

3. Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).- Se determin6 aplicando el método 5220 B del APHA
(1992) con precision de 7.8 mg/l.

4, Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO).- Se determiné aplicando la técnica descrita en

APHA (1992).
By oL .‘\5 )L Fane ]

5. Cloruros.- Se determiné por el método del tiocianato mercirico y espectrofotémetro Hach

DR/2000. La valoracién de Mohr en este caso no, result6 un método factible.
L‘:

6. CO;. Se determind por cromatografia de gages én continuo con un cromatdgrafo Perkin
Elmer modelo 0.A AutoSyst XL. Utilizandg’ unajcolumna de tamiz molecular AH Plot
SIDVE de 30m x 0.53m x 50 p con una 1soter-ma de 4&) °C y un periodo de barrido de 5 min.

Sibug 47

7. Temperatura.- Se mantuvo constante mediante una estufa con control de temperatura.

8. Carbono Organico Total (COT).- Se determiné empleando un equipo OIC modelo 700
siguiendo el método de combustion infrarrojo 5310 B del APHA (1992).

13.13, Condiciones Experimentales del Tratamiento Aerobio

Para determinar la actividad de biodegradacion con precision se aseguraron las siguientes
condiciones experimentales, tanto en los matraces como en el reactor aerobio:

e Las condiciones de temperaturas aplicadas fueron 24 °C al inicio del proceso, posteriormente
se fue incrementando hasta 30 °C verificando si existen incrementos en la tasa metabélica de
degradacion, utilizando para ello una estufa de temperatura controlada durante todo el
experimento.
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L

Fue necesario mantener la concentraciéon del BPC aminado (sustrato) por un sistema de
recirculacion a través de las membranas de silicona. De igual manera, fue necesario realizar la
recirculacion del medio mineral para homogeneizarlo y hacer posible la determinacién de
metabolitos formados por la biodegradacion del contaminante.

Se selecciond la mezcla de micronutrientes y elementos traza mas adecuada, realizando
modificaciones al medio mineral propuesto por Livingston (1993), incrementando la cantidad
del buffer para evitar que la biodegradacion fuese inhibida debido a un descenso de pH en el
medio, ocasionado por la presencia de altas concentraciones de 4cidos orgénicos generados
durante el proceso (Tabla VIII-1).

mg/l, 1
13200 | ZnSO,. TH,0
14,200 Mn Cl,
500 CoCl,. 6 H;O
400 CuCl,
62.7 NiCl, .6 H,0
20 Na MoO, .2 Hzo
3,000 H; BO,
1.0 Vitamina B,
Ajustar pH =7.2

Cada 24 horas se retiraron del reactor 500 ml de medio mineral para realizar las
determinaciones de cloruros, DBO, DQO, extraccidn de metabolitos durante la
biodegradacion, restituyendo posteriormente la misma cantidad con medio nuevo.

El rendimiento del proceso de biodegradacion de los BPC aminados depende del tiempo de
ensayo, por lo que su determinacion fue diaria durante la primera semana, cada dos dias
durante la segunda y cada tres dias durante las dltimas semanas de ensayo. No se considerd el
tiempo de colonizacion de las membranas en los reactores que para el caso particular fue de
10 dias.

No fue necesario considerar un periodo de aclimatacion de la biomasa al sustrato, ya que el
BPC aminado se encuentra separado de la biomasa por la membrana de silicona; que ademas
de servir como soporte para el desarrollo de la biopelicula sirve como medio difusor
(dosificacion del sustrato) lo que impide concentraciones excesivas en la fase de la
biopelicula

En la dltima semana de tratamiento en el reactor aerobio, se adicionaron 10 ml de agente
tensoactivo "Tween 20" a una concentracion de 1% en volumen para determinar su efecto
sobre la biodegradaciéon de BPC aminado.
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13.14. Técnica de Extraccidn de Metabolitos del Medio (Modificacién de la Técnica del
Quensen, 1990)

Se realizo la extraccion de los metabolitos generados del proceso de biodegradacion de los
BPC aminados a diferentes tiempos. Se caracterizé ademas, la toxicidad de los subcompuestos asi
formados durante el tratamiento, para ello fue necesario realizar previamente la extraccién de la
fase organica del medio mineral mediante Ia siguiente técnica:

4 Filtrar la muestra con filtro Watman 40 y si es necesario centrifugar a 8,000 rpm durante 10
min.

Tomar 10 mi de muestra del medio liguido, afiadir 10 ml de acetona y agitar durante 2 min.
Realizar la extraccion con 10 ml de hexano-acetona a una proporcién de 9:1

Afiadir de 2 a 4 ml de 4cido sulfiirico concentrado hasta pH 2

Lavar con solucion NaCl al 10%

Extraer nuevamente con 10 ml de hexano-etilacetato a una proporcion de 1:1

Lavar con agua y NaCl al 2 %.

Secar con Na;SO; anhidro

Purificar en columna de florisil

Recuperar en 25 ml hexano

Analizar por CG/EM.

L R K K B BRI R K B 2

Por 1ltimo se preparé un blanco con medio mineral y hexano siguiendo la misma técnica de
extraccion descrita para comprobar la ausencia de interferencias en el proceso de cuantificacién.

13.15. DETERMINACION DE LA CARGA ORGANICA APLICADA

Para determinar la carga organica aplicada en los reactores, se aplicé la siguiente ecuacién
calculando la carga orgénica aplicada por unidad de superficie (drea de biomembranas)
obteniendo tambicén, la carga organica eliminada y multiplicando por cien para obtener el
rendimiento total del proceso de biodegradacion en el sistema.

Masa aplicada (g)
Carga Organica = X 100 %
Area (m°) * tiempo (dias)

13.16. DETERMINACION DEL RENDIMIENTO DEL PROCESO DE
BIODEGRADACION, f

El rendimiento del proceso de biodegradaciéon fue determinado teniendo en cuenta la
introduccion de 20 ml de muestra de BPCs aminado en las membranas de cada uno de los
reactores con una concentracion inicial de 13011.92 ppm de pentaclorobifenilos, 137805.71 ppm
de hexaclorobifenilos y 329494.91 ppm de heptaclorobifenilos.
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El volumen del recipiente del reactor en donde se lleva a cabo la biodegradacién es de 1.7
L. Los periodos de tratamiento fueron de 45 y 37 dfas para el proceso aerobio y anaerobio
respectivamente, determinandose el volumen de BPCs que queda en el interior de las membranas
sin ser biodegradado y la concentracién final en el medio mineral después del periodo de
tratamiento en cada uno de los rectores. Los calculos se realizaron mediante la siguiente

expresion;

Concentracion nicia — Concentracion gpal
Rendimiento= X 100 %
Concentracion inicial

13.17. Microorganismos Utilizados

Las cepas utilizadas las proporcionaron la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo de la
Universidad de Valencia, Espafia; los cultivos liofilizados se seleccionaron debido a que se
identificaron por diferentes investigadores, como capaces de degradar mezclas de BPCs como se
detalla en la tabla a continuacion:

k Alcalligenes euthrophus.H850 30
f Acinetobacter calcoaceticus. 30 Degrada BPCs
| Achromobacter spp. strain P6 30 Degrada BPCs
Aspergillus niger 24 Hongo, degrada BPCs, -hidroxilacién
 Aspergillus versicolor. 24 Hongo, degrada BPCs.
| Pseudomona  aeruginosa  (P. 37 Degrada BPCs, B-oxidacién y  acido
pyocynea). benzdico.
| Pseudomona putida. 26 Degrada BPCs
§ Pseudomona cepacia. ACIH00. 26 Degrada BPCs
Pseudomona pseudoalcaligenes 26 Degrada BPCs
| Phanerochaete chrysosporium. 24 Degrada BPCs, produce enzimas celulasas y
. peroxidasas
| Nocardia uniformis. 28 Degrada BPCs
| Clostridium cellulovorans 37 Degrada celulosa
Anaerobia
Clostridium papyrosolvens 37 Degrada celulosa,
Anaetobia
Closiridium bifermentans 37 Degrada celulosa
Anaerobia
Chaetomium globosum. 24 Hongo, degrada celulosa
f Gliocladium virens 24 Hongo, degrada p-nitrofenol
Streptomyces badius. 28 Degrada lignina
Streptomyces sefonii. 28 Degrada lignina
| Streptomyces viridosporus. 28 Degrada lignina
Chaetomium virescens 24 Hongo, degrada lignocelulosa
Rhodococus sp. 26 Degrada nitritos.
| Neurospora crasssa 26 Transformacidn de comp. diazo
[ Comanmonas testosteronii 30 Produccion de comp. a-hidroxi
| Tricoderma resseii 24 Degrada celulosa
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13.18. Medios Nutritivos

El desarrollo de las técnicas de microbioldgia se realizé en el drea de Ecologia del Dpto.
de Ciencias y Técnicas del Agua y del Medio Ambiente de la Universidad de Cantabria. Las
cepas se "despertaron”" de las ampolletas de liofilizacidén y se conservaron en placas de agar y
tubos de ensayo con sus respectivos medios nutritivos descritos a continuacién. La preparacion
de los medios especificos de cada cepa se realizé de acuerdo a lo establecido en el “Catélogo de
Cepas de la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo™ bajo la siguiente metodologia:

Determinar el mejor cultivo liquido para el microorganismo

Determinar la temperatura 6ptima de crecimiento para cada cepa

Proporcionar la aireacién ideal para el crecimiento.

Abrir la ampolleta con una lima o diamante realizando un trazo profundo en la zona del
tubo que leva el algoddn y en la mitad del mismo.

Cena liofilizada

Tapdn de algodén

Marcar aqui
e Calentando al rojo una varilla de vidrio se aplica sobre el trazo rompiéndose asf el vidrio
del tubo, dejando que entre aire lentamente antes de quitar snavemente la parte superior de
la ampolleta, el algodén debe quedar tapando la parte superior del tubo donde se encuentra

el cultivo.

e Para realizar la suspension del cultivo, inmediatamente después de abrir la ampolieta,
afiadir de 0.2 a 0.3 ml de medio liquido estéril con una pipeta Pasteur.

Tapdn de algodén
.@‘é‘ﬁ
A

e Realizar la siembra en el medio de cultivo sélido mediante la aplicacién de algunas
gotas de la suspensién obtenida; el resto de la suspension se vertié en el medio liquido,
incubandose a la temperatura y oxigenacién adecuada. Es aconsejable preparar mas de
un cultivo a partir de la suspensién.
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i Agar
{ Agua destilada
! Ajustar pH

{Higado de res cortado en trozos. ‘ 500 g '
{ Agua destilada j'__ 1L, !
M —— ———

[Dejar remojando por toda la noche el higado en refrigeracion.|
# Eliminar la grasa, poner en autoclave por 15 min a 1 atm, separar el
fhigado y filtrar. Afadir al caldo.

VR
Ajustar a pH 8.0 Filtrar en pa.pel y aforarlo a 1 L. afiadir un poco de
kCaCO; en cada tubo; agregar higado y cubrir con el caldo.

|

f ]

1 ) !
: 1

!

|

i

|
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MgCIg.ﬁHZO
CaC’z 0,15 B
FeSO,(Sol.5%) 25 ml
Citrato de sodio

Extracto de lavadura

Resazurina (sol.0, 15)

Cisteina HC] (sol,2,5%) (44 ml para medio sélido)

5' los de papa en 500 m} de agua destilada, filtrar y llevar

| Agua destilada
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13.19. DISENO ¥ CONSTRUCCION DE LOS REACTORES

Baséndose el disefio del reactor de biomembrana construido por Caceres (1996) y la
experiencia del Equipo Biopelicula del Dpto. de Ciencias y Técnicas del Agua y del Medio
Ambiente de la Universidad de Cantabria (Espafia) se realizaron las adaptaciones y
modificaciones pertinentes para la construceién de los reactores anaerobio y aerobio
biomembrana, para conseguir un buen rendimiento de biodegradacidn de los bifenilos
policlorados previamente aminados.

La utilizacion de los reactores convencionales existentes, fueron descartados en [a
presente investigacion debido a sus bajos rendimientos de degradacion, dificultad de controlar los
parametros de operacion y tener periodos de retencion muy prolongados.

Durante la etapa preliminar de disefio, se tomaron las primeras decisiones conceptuales, la
disponibilidad de equipos y materiales, asi como la preparacion de la distribucién fisica de los
elementos de la planta. Los materiales que se utilizaron en la construccion de los reactores,
fueron basicamente metacrilato y membranas de silicona y polipropileno de tipo tubular.

Entre las modificaciones mas importantes realizadas al disefio del reactor aerobio de
Caceres (1996) se encuentran la utilizacién de membranas de silicona dispuestas en "U" y la
instalacién de una camara superior de alimentacién y recirculacion del BPC aminado con tubos
de metacrilato para la introduccién de electrodos para el control de pH, Oxigeno disuelto,
Temperartura y COs.

13.19.1. Consideraciones de Disefio de los Reactores

E] disefio grafico del sistema, se realizé por medio de un programa de computadora,
mediante el disefiador Corel Draw Version 7 tomando en consideracion los siguientes aspectos:

Conseguir una mayor area especifica de contacto entre €l medio soporte y el contaminante.
Establecer una distribucion geométrica homogénea de las membranas en el soporte, con el fin
de optimizar la hidrodinamica en el sistema. De este modo, se ha logrado constituir una
simetria entre cada uno de los tubos de membrana.

Considerar la separacion entre las membranas de soporte, teniendo presente, el espesor de
biopelicula que podria desarrollarse en dichos tubos, evitando asi el posible bloqueo que

AT

v

Xtir-21



Sowtfiebetil Al VICIOWIU S
e P e ———

pudiera presentarse debido a la excesiva acumulacion de biomaga, Se ha limitando de este
modo, el nimero de membranas que puedan conformar el elemento soporte.

» Mantener una relacion didmetro-altura méxima de 1:2 en el soporte de los tubos, con el fin de
procurar desarrollar dentro del reactor un sistema de régimen de flujo de mezcla completa,
mediante un sistema de recirculacion.

» Para la construccion de los reactores, se han empleado materiales de uso comercial con el fin
de facilitar su adquisicién y de abaratar los costos, cuidando las caracteristicas especificas del
disefio para asegurar su buen funcionamiento.

13.19.2. DESCRIPCION DE LOS REACTORES BIOMEMBRANA

13.19.2,1. Reactor Aerobio

Durante la fase de construccidn, las piezas de metacrilato, se cortaron en el torno de
acuerdo a las medidas de disefio que se indican en las figuras XIII-6 y XIII-7. Se pulieron
adecuadamente, a fin de lograr la mejor unién posible entre cada una de ellas, para
posteriormente pegarlas con el pegamento colaplex®, garantizando de esta manera una correcta
retencién en el reactor,
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SOPORTE DE MEMBRANAS
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Fig. No. XI11-6.- Elemento estructural de soporte del reactor aerobio
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VASIJA DE METACRILATO
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ELEVACION
Fig. No. XIII-7.- Vaso o recipiente del biorreactor

La configuracion del biorreactor, sigue la linea circular cilindrica, segun se muestra en la
figura XIII-8. Estan formados por dos partes principales: soporte de las membranas y recipiente.
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SOPORTE DE MEMBRANAS

VASIJA DE METACRILATO

Placa de Agento

PLACA DE
METACRILATO

Fig.No. XIII-8.- Perspectiva de los elementos del reactor de biomembrana
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13.19.2.2, Recipiente o vaso del reactor

Es el depdsito cilindrico formado por un tubo de metacrilato asentado sobre la camara de
aireacion inferior. El tubo tiene un didmetro intemo de 9.6 cm més 0.4 cm de espesor y una altura
total de 35 cm, en cuya pared, se hicieron cuatro orificios de 1.2 cm de didmetro, utilizados
principalmente, para el sistema de recirculacién de agua, ademas del llenado y vaciado del
sistema.

13.19.2.3. Soporte

£l soporte, estd integrado por dos cémaras: una cdmara de aire en el extremo inferior y
una camara de recirculacion de los BPCs aminados en la parte superior, cuya base sirve de
soporte de los tubos para muestreo de los pardmetros Oxigeno disuelto, pH y CO, en el extremo
superior.

Entre éstas dos camaras, se encuentra un sistema de tubos de membrana de silicona
cilindricas dispuestas en "U" de 30 ¢cm de altura, que constituyen el verdadero material soporte,
en donde se desarrolla la biopelicula.

Las membranas utilizadas como medio de soporte de la biopelicula presentan las siguientes
caracteristicas:

o Material .o Silicona.
o DHAmetro interno .....cvvcvveeervvirnens Jereeenteernrrrre st ese b arravaareaeen 4.0 mm.
¢ DIAMELro EXIEIMNO cvvvievirrrriircvrssrerresesreeerrernsstesssesserssasarees 4.5 mm,
o Espesordelapared ... 0.7 mm,

13.19.2.4. Cémara inferior de aireacion

En parte inferior, el reactor posee una cAmara de oxigenacion constituida por un pequefio
depdsito rectangular de 10 cm x 8 em x 1 cm construida de metacrilato con un pequefio tubo en
un costado para la alimentacién de oxigeno.

Sobre esta camara se realizaron 18 agujeros con una broca de 2 mm de didmetro, que
sirven para la oxigenacion del sistema por burbujeo y fines de lavado y sobre la cual va asentado
el vaso cilindrico del reactor (detalle "B") (Figura XIII-9).

Una vez construidos todos los elementos, se procedié al montaje de la camara de
aireacién, procurando que la placa inferior quede completamente asentada en toda la longitud
perimetral del vaso circular del reactor, comprobando asi las posibles pérdidas que pudiera
presentarse, y corrigiendo sobre la marcha todos los defectos que se producian con pegamento
exclusivamente. El disefio de la cdmara interna de! reactor, mantiene una relacion didmetro-altura
de 2:1
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13.19.2.5. Cdmara superior de recirculacion

Para construir el soporte se cortaron 5 tubos de membrana de silicona de 30 cm cada uno
que se dispusieron en "U" con una altura total de 30 cm y un volumen de 44.15 ml.

Se requirié ademas de 10 pequefios pedazos de tubos de metacrilato de 3.5 mm de
diametro extemno para el acople de las membranas y la union a !a camara superior. Los tubos de
acople, por el extremo superior del tubo de membrana, tienen una longitud de 2 cm, de los cuales
1 cm va insertado en la membrana, quedando el extremo superior al ras de la camara de
recirculacion. Las uniones de los acoples a los tubos de silicona, se conectaron, pegaron y
aseguraron con pequefias abrazaderas de plastico, para garantizar la estanqueidad del sistema
(Detalle “B™).
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DETALLE "A’

Tuberfa de
Muesirao Tubos de
. Acople

5 Placa
* - - Parforada de
Metacrilato

PERSPECTIVA A-A

Tubos de
Acaple

Placa
Perforada de
Metacrilato

Abrazaderas

Tubos da
Membrana

CORTE A-A

DETALLE "B"

Placa de
o Matacsiiato
Agujereada

CORTE B-B

Orificios de
o oo ArgAGION
L para Lavado

Placa de
Fondo

PERSPECTIVA B-B

Fig. No. XIII-9.- Detalles de los cortes del reactor aerobio.

La céamara de recirculacion de la parte superior tiene dimensiones de 1 cm de alto por 10
cm de didmetro, con un volumen de 78.5 ml construida de metacrilato, con el fondo de la dicha
camara asentada sobre el perimetro del anillo cilindrico del cuerpo del reactor. El objetivo de esta
camara es mantener la concentracién y homogeneizacién del BPC aminado dentro de la

biomembrana.
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Por lo tanto, el volumen total de la camara de recirculacién del BPC aminado es de 78.5
ml (de la camara) + 44.15 ml (volumen de las membranas) + 44.15 L (de la linea de recirculacion
a partir de la bomba de 300 rpm. = 168 ml.

El reactor posee en la parte superior tres tubos de metacrilato para la introduccion de los
electrodos de analisis de temperatura, pH, medio mineral, CO, y oxigeno disuelto.

13.19.2.6. Montaje del soporte

Una vez construidas las dos camaras, y dispuestos todos los tubos de membrana con sus
respectivos acoples, se procedid al montaje de dicho elemento.

Se procedié a la conexion cada uno de los tubos de membrana, encajando y pegando
primero los tubos de acople en la camara superior; dejando transcurrir el tiempo requerido para
alcanzar el endurecimiento ¢ inmovilidad de las piezas; posteriormente, se instalaron cada uno de
Ios tubos de silicona con sus respectivas abrazaderas, constituyendo de esta forma, un sistema de

soporte de membranas completo.

13.19.2.7. Especificaciones de operacion de los Reactores:

El funcionamiento y puesta en marcha de los reactores de biomembrana se inicié bajo las
mejores condiciones de operacion proporcionando las condiciones necesarias para optimizar el
rendimiento de biodegradacion de los BPCs aminados.

Para determinar la viabilidad del sistemas de tratamiento aerobio fue preciso determinar
ciertos parametros basicos, como la concentracion del BPC aminado Optima, 1a cual se mantuvo a
60% p/v, el tiempo de recirculacién que fue de 12 h/d con gasto medio de 1.5 L/min; el tiempo de
eliminacion del metabolitos del sistema para evitar toxicidad que fue realizado diariamente
durante la primera semana y posteriormente cada dos y tres dias; alimentando de nuevo con
medio minera! el reactor.

La adecuada operacién del reactor exige la determinacion periddica de los parametros:
pH, temperatura, concentraciéon de oxigeno disuelto, generacion de cloruros y dioxido de
carbono. Estos parametros se determinaron analiticamente, mediante electrodos colocados en la
parte superior del reactor y en el caso de la determinacién de CO; en el reactor aerobio, se realizd
mediante una linea de conduccion directa al cromatdgrafo de gases, la emision cloruro al medio
fue realizado por espectrofotometria con el método del tiocianato mercirico siguiendo el la
técnica del APHA (1992).

La oxigenacion del reactor aerobio (80% de saturacion de O3) se realizé por burbujeo con
oxigeno puro. El oxigeno y los nutrientes se difunden dentro de la biopelicula en sentidos
opuestos a la difusion del BPC aminado.

La colonizacion del reactor anaerobio, se realizé utilizando agua residual urbana, tomada
de la estacion de bombeo de "Las Llamas" de la depuradora de Santander (Espaiia). La siembra,
se realizd por inoculacion diaria del agua residual previamente decantada en el seno del liquido
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del reactor por un periodo de tres dias. Durante la siembra se ha suministrado medio mineral con
glucosa.

La siembra del reactor aerobio se llevé a cabo de manera similar que los bioensayos
descritos anteriormente, en este reactor la adhesion de la biopelicula sobre los tubos de
membrana toma una semana y ¢l nivel del medio mineral dentro del reactor cubre completamente
la biopelicula,

13.19.2.8. Sistema de alimentacion de agua y micronutrientes

El reactor construido trabaja en flujo discontinuo (Batch). Una vez llenado el reactor, a
partir de un depésito de almacenamiento que contiene los micronutrientes. Se procede a la
recirculacion del sistema por la accion de una bomba peristaltica de 17 L/h con el objetivo de
homogeneizar el sistema durante un periodo de 20 horas diarias. Para la toma de muestras en la
recirculacion del vaso del reactor, el sistema dispone de una serie de accesorios, como son:
uniones, derivaciones en T y llaves que permiten la toma de muestras en la linea de recirculacion
con un frecuencia de muestreo diaria durante la primera semana y posteriormente cada tres dias
(Figura XITI-10). Cada 24 horas se retiran 500 ml del medio mineral del reactor a efecto de
realizar la determinacion de cloruro, extraccion de metabolitos, enzimas, DBO y DQO; volviendo
a restituir el volumen con nuevo medio.

13.19.2.9. Sistema de suminstro de oxigeno

El suministro de oxigeno, se realizd por burbujeo a través de los pequefios orificios de la
camara de aireacion inferior, El oxigeno entra a la camara de oxigenacion a través de una tuberia
de plastico de 6 mm de didmetro, conectada directamente al medidor de caudal del cilindro de
oxigeno.
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13.19.2. 10. Lavado de biopelicula

El sistema de lavado de la biopelicula, esta constituido por el flujo de aire a presion desde
la camara inferior de oxigenacion hacia la parte interna de la camara en donde, el aire que ingresa
asciende por todos los orificios realizados en la placa; con un burbujeo intenso, lo que permite
conseguir el lavado de la biopelicula adherida al medio soporte; sin tener que extraer dicho
elemento del depOsito para realizar esta operacion.

Detenminaciones de:
pLT*C €O;
de
C aminado 2
a o m
o o
Tubes de °
membrana de
siicopa en U o iy
- E" N
a -]
Determinacién de <= - ‘- :., &=
Clymetabolitos [ I | Q% . Qe oo X
e __ 0 2 0%g sad o g
Cémnara de
I— axigenacion
e T T

Fig. No. XIII-10.- Sisterna de operacidn del reactor de biomembranas aerobio

13.20. DISENO Y CONSTRUCCION DEL REACTOR ANAEROBIO.-

El reactor anaerobio es similar en caracteristicas y funcionamiento que el aerobio con la
excepcion de que la camara superior es solo utilizada una vez para el barrido con nitrégeno para
asegurar condiciones anaerobias y posteriormente como camara de alimentacion (Detalle “A”).
Ademas, el tipo de membranas utilizadas es de polipropileno.

E! soporte, estd integrado por una cimara de alimentacion del BPC aminado en la parte
superior y una camara que soporta las membranas ciegas en el extremo inferior (Detalle “B”);
ambas separadas por un sistema de 17 tubos de membrana de polipropileno cilindricas de 20 cm
de longitud las cuales, constituyen el verdadero material soporte para el desarrollo de la
biopelicula (Figura XIII-11) y que en conjunto forman a su vez, el elemento estructural de
soporte.
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S A A A A

Las membranas utilizadas como medio de soporte de la biopelicula son modelo
Acuurel®PP y presentan las siguientes caracteristicas:

o Material ..o Polipropileno
o Tamafio de poro nominal ... ..........cccoeiieeeereireceerrcninn 0,2 pm

o Tamafio Maximo de POro  ........ccoevvemiirericcnvnnerceriierans <0.65 pm

o Puntodeburbuja ...........coce v > 0.95 bar

¢ Retencion de Pseudomona diminuta (valor log de reduccion) > 8

o  Flujo transmembrana ..................occccvvvvnieeecvvecenresennennenes > 0.9 mI/min/cm?/bar
o Grosormediodepared.............cccoeevvviereiinin e 1500 pm

s Rangodegrosordelapared ..o 1350 - 1650 pm
¢ Diametro intermedio medio ... 5500 um

e Longitud especifica (Le)* .........ccovevrrrererrcreerennnceresesenesennen. 37,448 m/m?

e Rango de didmetro interno ..........cccvveverpvererercrinnecrueceninns 5300-5700 pm
o  Presion de implosion ........ccc.ocovececirvninnersceerses e >2.5 bar

o Presion de explosion ... > 8 bar

*

Longitud necesaria de tubos de fibra en funcién de los requerimientos del 4rea de soporte.

DETALLE "B"

TUBPOS DB
MEMBRANAMA

20NA DR
VACIO ABRAZADERAS

FLACA DE
METACRILATC

CORTE B-B AGUIEREADA

- ORIFICIOS DR
AIRRACION
PARA LAVADO

FLACA DB

PERSPECTIVA B-B
Fig. No, XIII- 11.- Detailes de los cortes A y B del rector anaerobio.

En la parte superior derecha del panel, se encuentra colocada una llave de paso que
permite la entrada del flujo de nitrogeno a través del tubo central del soporte, para cuando se
precise realizar algin tipo de lavado en la biopelicula.

Para la toma de muestras, el reactor, dispone de una serie de accesorios como son,
uniones, derivaciones en T y llaves que permiten la toma de muestra del afluente.
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Durante la etapa de adaptacion y colonizacion de la biopelicula se trabajo en fujo continuo
es decir, se alimento el reactor con agua residual urbana. Una vez desarroliada la biopelicula, se
opero en flujo discontinuo durante toda la experimentacion de biodegradacion.
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Capltulo Xy Analisis de Resultados y Discusiones

14. ANALISIS DE RESULTADOS
Y DISCUSIONES

14.1 RENDO!’MIENTO DE LA NITRACION DE LOS ESTANDARES COMERCIALES DE
AROCLOR

Los resultados de la aplicacion del programa matematico Matlab sobre el rendlmlento de
la nitracién de los 209 isémeros de los estindares comerciales de los Aroclor®, dieron por
resultado una mayor proporcion de di-nitroclorobifenilos con un 78 %; un 27 % de mono-
nitroclorobifenilos y s6lo 3 % de clorobifenilos que no se nitran; de los cuales, el 70 % de la
nitracion se realiza en la posicion para y un 29 % en la posicioén orfe aunque existe una pequefia
proporcién de nitracion en la posicion meta (anexo 1), lo cual ha sido confirmado por medio de
los analisis de resonancia magnética nuclear, La tabla XIV-1 muestra el rendimento de la
nitracién de los estandares de Aroclor™, Las tablas XIV-2 a XIV-6 presentan los programas de
deteccion de masas utilizadas para determinar cada uno de los estandares de Aroclor® nitrados y
aminados.

Rendimiento de nitracién (%) -
Atolcor®  |No. deisémeros| Dinttrados | Mononitados Sin mitrar

1016 31 B 3 -

L
1242 85 95 5 -
1248 51 90 10 --
"_ 1254 67 82 18 -
1260 17 &7 26 7

Tabla No. XIV-1.- Rendiniento de la nitracion de los esténdares de Aroclor™
Las deducciones mas importantes obtenidas del proceso son:

» La mayoria de los congéneres mono y dinitrados se convirtieron a sus correspondientes
grupos amino mediante el proceso de reduccion con hidrazina.

#» Durante el proceso de nitracion y aminacién puede tener lugar la labilizacién de los atomos
de cloro vecinos.

» Las referencias bibliograficas sobre nifracion de bifenilos policlorados, son muy escasas o
inexistentes en las bases de datos; sdlo ha sido posible localizar dos trabajos realizados al
respecto en los cuales, la nitracién y aminacion del bifenilo policlorado estudiado tenia otros
objetivos. Por lo que Se considera que el presente trabajo de nitracion de las mezclas
comerciales de Aroclor® 1232, 1242, 1248, 1254 y 1260 propuesta vy realizada en el Instituto
de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma de México es un primer registro de estudio
sobre la nifracion de este tipo de compuestos.
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14.1.1. Programas de deteccion de masas de los BPCs nitrados y aminados

Aroclor® 1232
% y No.| No. de{No, de|Rango | lones lones fones Tones fones fones -
de C} IUPAC isémero [ de masa | Identificado- | cuantificadores | identifica- { identificado- | identificad | identificado-
E res dores con|res con dos{o-res con|res com dos
d:”““ . unNH: | NH; unNOy [ NOy
26 Mono- | 1-3 3 186-190 | 188,190 {88,190 203,208, 218,220, 233,235 278,280
29 Di- 4-15 121 220-226 | 222,224, 222,224 237,239, 252,254,256 267,269, 312,314,
126 241, 7 3i6
24 Tri- 16-39 23 254-260 | 256,258, 258 271,273,2 | 286,288,290 301,303, 346,348,
7
260 3 395 350
15 Tetra- | 40-81 4] 288-294 | 290,292, 292,294 305,307,3 | 320,322,324 335,337, 380,382,
204 09 339 384

Tabla No. XIV-2 .- Iones de identificacion de los BPCs puros, nitrados y aminados del Aroclor®™ 1232

Aroclor® 1242
% y No.de| No, delNo. de[Rango de|lones lones Tones Tones Tones Tones
Cl 1 IUPAC | isémeros | masa identifica- | cuantifica- [ identificado- | identificado- | identificado- | identificado-
©F dores dores s ¢n unjpres con dos|res con wnjres con dos
Escancada ~ INH,  [NH NO; NO;
1 Mone- 1-3 3 186-190 188,190 188,190 203,205 ‘ 218,220 233,235 278,280
13 Di- 4-15 121 220-226 222,224, 222,024 237,239,241 1 252,254,256, | 267,269, 312,314,
226 271 316
45 TH- 16-39 23 254.260 256,258, 258 271,273,275 | 286,288,290, | 301,303, 346,348,
260 395 350
31 Tetra- 40-81 41 288-294 200,292, 292,204 305,307,309 | 320,322,324 | 335,337, 380,382,
294 339 384
10 Penta- 82-127 |39 322-32% 324,326, | 326,328 339,341,343 | 354,356,358 | 369,371, 414416,
328 373 418

Tabla No. XIV-3 .- lones de identificacion de los BPCs puros, nitrados y aminados del Aroclor® 1242

Aroclor™ 1248
% y No.| No. delNo. de | Rango  de | lones lones Tones lones fones Tones
de €1 IUPAC |isdmeros | masa identifi- | cuantifica- { identificado-~ | identificado- | identificado- | identificado-
cadores | dores res con unres con dos|res con un |res. edn. dos
Escancada NHe N, NOy NOy ¢
I Di- 4-15 121 220-226 222224, 222,226 237,239,241 | 267,269,271 267,269,271 312,314,316
226
2 Tri- 16-39 23 254-260 256,258, | 258 271,273,275, | 301,303,395, 301,304,305 | 346,348,350
260
49 Tetra- | 40-81 4] 28R-204 200,292, t 202204 305,307,309 | 335,337,339, 335,337,339 | 380,382,384
204
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P~ ——— - ——— - — - ——— 1

37 Penia-, | 82127 | 39 3B 324326, [ 326,328 | 339,341,343 369,371,373 | 369,371,573 | 414416418
H S A P ’328 ‘r"'-‘ }"}.:‘
I Hexa- | 128-169 | 31 356-364 354,360, | 360,364 | 373,375,377 | 403,405,407 | 403,405,407 | 448,450,452
362

Tabla No.XTV-4 .- Iones de identificacion de los BPCs puros, nitrados y aminados del Aroclor® 1248

Aroclor® 1254
% y No. de{ No. de | No. de [ Rengo de [ [ones lones Iones lones Iones Jones -

Cl IUPAC |isémeros { masa identificado- | cuantifica- | identifica- | identifica- | identifica- | identifica-

res . dores dores con | dores con | dores con | dores con

Escancada unNH: | dosNH, |unNO; | dosNOs

t Tn- 16-39 23 254-260 256,258,260 | 258 271,273,2 | 286,288,2 | 301,304,3 346,348,3
5 90 05 50

15 Tetra- 40-81 41 288-294 200,292,294 | 292,204 305,307,3 {320,322,3 |335337,3 | 380,3823
09 24 39 84

53 Penta- 82-127 |39 322-328 324,326,328 {326,328 339,341,3 [ 354,356,3 | 369,371,3 | 414,4164
43 58 73 18

26 Hexa- 128-169 | 31 356-364 354,360,362 | 360,364 373,375,3 | 388,390,3 |403,4054 | 4484504
77 92 07 52

4 Hepta- 170-193 | 18 386400 394,396,398 | 394,308 409,411,4 14284264 439;44[,4 434,486.4
i3 28 43, 88

Tabla No. XIV-5 - lones de identificacion de los BPCs puros, nitrados y aminados del Aroclor® 1254

Aroclor™ 1260
% yNo.de] No. de]No. dejRango de|lones lones ones lones Iones Tones
Ci [UPAC [isémeros [ masa identifica- | cuantificado- | identificado- | identifica- | identifica- | identifica-
dores es res con un [ dores con | dores con|dores con
Escaneada NH, dosNH, |unNO;y |dosNOy
12 Penta- 82-127 139 322.328 324.326,3 | 326,328 339,341,343 | 354.356,3 | 369.371,3 | 4144164
28 58 73 18
42 Hexa- 128-169 | 3} 356-364 358,360,3 | 360,364 373,375,377 | 388,390,3 {403,4054 | 448,450,4
62 92 07 52
38 Hepta 170-193 ] I8 386-400 392,396,3 | 392,398 409,411,413 | 428,426,4 14374414 | 4824864
98 28 43 88
7 Octa- 194-205 § 11 426-434 426,430,4 | 426,430,432 | 441,445,447 | 456,460,4 | 4714754 | 516,520,5
32 62 7. 22
1 Nona 206-208 {3 460-468 460,464,4 | 460,464,468 | 475,479,483 505,509,5
66,468 13
r® 1260

Tabla No. XIV-6 .- Iones de identificacion de los BPCs puros, nitrados y aminados del Aroclo

La confirmacién del rendimiento de la nitracién fue realizada en el Instituto de Quimica
de la Universidad Nacional Auténoma de México mediante -¢l andlisis de Cromatografia de
CG/EM y RMN de los siguientes estindares de Aroclor®
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14.1.2. Andlisis Cromatogrifico del Aroclor® 1248 Nitrado

La figura XIV-! presenta el cromatograma del Aroclor™ 1248 nitrado; los espectros de
masas correspondientes de la identificacion de sus picos principales, se encuentran representados
en las figuras XIV-2 a XIV-5. La tabla XIV-7 muestra los resultados obtenidos de la nitracion de
cada uno de los compuestos del cromatograma y sus respectivos tiempos de retencidn; como se
observa, los compuestos mononitrados con 8 isdmeros aparecen desde el pico nimero 2 hasta el
nimero 4 del cromatograma y los dinitrados desde el 5 al 8 con 10 isémeros.

HFENI 03
PEM LAc LORADUT

?

BiFEN 0}
TR UK DO AFENU 63

\ TErmrLoxADUS

\
!
l
i
I
E
1

. d
TR 7 @ 19 2@ 2| 22 2?3 P4 2% ¥6

Fig.No. XIV-1.- Andlisis cromatogrifico del Aroclor® 1248 nitrado
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Fig No. XIV-2.- Espectro de masas del Aroclor® 1248 nitrado (tetraclorado mononitrado)
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Fig. No. XIV-3.- Espectro de masas del Aroclor® 1248 nitrado (mono y diclerado dinitrado)
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123 63

Fig. No. XIV-5.- Espectro de masas del Aroclor® 1248 nitrado (triclorado dinitrado)
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Tabla No. XIV-7 .- Tiempos de retencion de los congéneres del Aroclor® 1248 nitrado.

e B R ol ] ! St
R Beochetmi G e,

| 14.95 3 256 Triclorobifenilo
2 15.68 4 ] 336 Tetraclorobifenilo mononitrado
3 16.73 4 | 336 Tetraclorobifenilo menonitrade
4 17.59 4 2 380 Teiraclorebifenilo dinitrado
5 19,30 4 2 380 Tetraclorobifeilo dinitrado
6 20.58 4 2 380 Tetraclorobifenilo dinitrado
7 21.96 5 2 416 Pentaclorobifenilo dinitrado
3 23.16 5 2 416 Pentaclorobifenilo dinitrado

14.1.3. Resonancia Magnética Nuclear del Aroclor® 1248 nitrado

Los anélisis de las relaciones de dreas realizados por Resonancia Magnética Nuclear del
'H y C (Figuras XIV-6 y XIV-7) confirma la nitracién de la molécula de BPC, El espectro del
'H muestra la existencia de compuestos dinitrados de la forma:

H H H H H H H H
H NO, H NO; H Cl H NO,

En los cuales existen 3 dtomos de hidrégeno vecinos por atomo de cloro, y 1 tomo de
hidrogeno vecino por atomo de grupo nitro. Ademas, el espectro de B3¢ (figura XIV-7) demuestra
la existencia de un carbono sustituido por cloro por cada carbono sustituido por un grupo nitro.

OTRQS COMPUESTOS
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Fig. No. XIV-6.- RMN por 'H del Aroclor® 1248 nitrado.
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' CARBONOS
: SUST. PORNO, :

Fig. No. XIV-7.- Andlisis de Resonancia Magnética Nucelar por °C del Aroclor® 1248 nitrado

14.1.4. Andlisis Cromatogrdfico del Aroclor® 1254 Nitrado

La figura XIV-8 presenta el cromatograma del Aroclor® 1254 nitrado; los espectros de
masas correspondientes de la identificacién de sus picos principales, se encuentran representados
en las figuras XIV-9 y XIV-10; como se observa, los compuestos mononitrados aparecen desde el
pico nimero 2 hasta el niimero 4 del cromatograma y los dinitrados desde €l 5 al 6; los picos 1 y
7 corresponden a clorobifenilos no nitrados.
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Hexaclorado mononitradoe

mornitradoe
Y
2

§ Triclorade mo
[~}
o Pentaclorado Mononitrado

’

233

) it
228 24@ 260 280 3@ 32B 348 36Q 300 498 428 4149

Fig No. XIV-9.- Espectros de masas del Aroclor® 1254 nitrado
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Pentaclorado mononitrado

Tetraclorado mononitrado

Fig.No. XIV-10.- Espectros de masas del Araclor® 1254 nitrado

14.1.5. Resonancia Magnética Nuclear del Aroclor® 1254 nitrado

Los andlisis de las relaciones de éreas realizados por Resonancia Magnética Nuclear del
'H y "C confirman la nitracién de la molecula del Aroclor® 1254. Bl espectro det 'H (figura
XIV-11) muestra la existencia de compuestos dinitrados de la forma:

H ¢l H Cl H H H H
H NO, H NO, H Q1 H NO,

En los cuales, existen 3 atomos de hidrégeno vecinos por atomo de cloro, y 1 atomo de
hidrégeno vecino por &tomo de grupo nitro. Ademds, el espectro de °C (figura XIV-12)
demuestra la e¢xistencia de un carbono sustituido por cloro por cada carbono sustituido por un
£rupo nitro.
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TH del Aroclor 1254 nitrado
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Fig. No. XIV-11.- Andlisis de Resonancia Magnética Nuclear por

XIV-13

Fig. No. Xiv-12.- Andlisis de Resonancia Magnética Nuclear por *°C del Aroclor 1254 nitrado
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14.2. CONCENTRA CION DE BPCs EN MUESTRAS DE ACEITES
DIELECTRICOS

La concentracion de bifenilos policlorados en las muestras de aceite dieléctrico realizada
por diferencia de peso, determiné que el aceite posee un 94% en peso de BPCs y el resto es aceite
mineral. El peso promedio de las diferentes muestras de BPC puro, nitrado y aminado se presenta
en la tabla XIV-8.

Cantidad de muestra: Peso promedioen g. |
10 m! 12.23]
13,075

Tabla No. XIV.8.- Peso promedio del BPC puro, nitrado y aminado

14.3. IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA DEL BPC PURO POR CG/EM

La caracterizacién analitica de los BPCs a partir de las muestras de aceites dieléctricos
realizada por cromatografia CG/EM ha dado por resultado una gran concentraczon de los
congéneres tetra, penta, hexa, hepta y octaclorados caracteristicos del Aroclor® 1260 en este tipo
de aceites. La determinacion analitica de los BPCs, basada en las relaciones entre los tiempos de
retencion y la estructura quimica de cada uno de los compuestos de la mezcla y las rectas de
calibrado correspondientes, se presentan en la tabla XIV-9, El andlisis revelé ademds, la
presencia de pequefias cantidades de clorobencenos los cuales, se separaron posteriormente por
purificaion en columna de florisil. En la figura XIV-13, se presenta el analisis cromatogréfico de
los cinco componentes principales del BPC puro.
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PCP PURO

10 MICROL. RASTA 1 al CON

J

5:00

15:00  20:00

35100

do:00 "

Fig. No XIV-13.- Andlisis cromatogréfice de los BPCs puros

Tiempo de Retencién Co Recta de rado

{min)

25:14 Tetraclorobifenilo Y= 62581X-126647; R*=0.9733
28:27 Pentaclorobifenilo Y=586620X-127103; R*=0(,9749
29:23 Pentaclorebifenilo Y=586620X-127103; R*=(,9749
29:47 Pentaclorobifenilo Y=586620X-127103; R=0,9749
30:50 Pentaclorobifenilo ¥=586620X-127103; R=0,5749
31:10 Hexaclorobifenilo Y= 509990X-84379; R’=0,9648
3122 Pentaclorobifenito Y=586620X-127103; R=0,9749
3214 Hexaclorobifenilo Y= 509999 %-34379; R*=0,0645
32:25 Hexaclorobifenilo Y= 509999X-84379; R*=0,9648
33:04 Hexaclorobifenilo Y= 509990X-§4379; R*=0,9648
34:.03 Hexaclorobifenilo Y= 509999X-84379; R*=),9648
3436 Hexaclorobijenilo V= 509999X-84379, R°=0,0648
34:59 Hexatheptacloro sin cuantificar

35:53 Hexaclorobifenilo Y= 509999X-84379; R*=0,5648
37:01 Heptaciorobifenilo Y=277383X-97452; R™=.9779
38:13 Heptaclorobifenilo Y=277383X-97452; R=0.9779
40:47 Heptaclorobifenilo =277383X-97452; R*=0.9779
41:43 Hepta+octacloro sin cuantificar

42:45 Octaclorobifenito sin cuantificar

43:44 Octaclorobifenilo sin cuantificar

46:37 Qctactorobifenilo sin cuantificar

Tabla No.XIV-9.- Tiempos de retencidn y rectas de calibrado del los congéneres de BPC puro

La tabla XIV-10 muestra los congéneres ¢ isomeros analizados mediante esta técnica
cromatogréfica. En el cromatograma se observa que los congéneres de BPC puro que aprecen con
buena resolucion corresponden a los isomeros: 53 de los tetraclorobifenilos; 99, 100 y 117 de los
pentaclorobifenilos; 129, 136, 141 y 169 de los hexaclorobifenilos; 181, 182, 186 y 187 de los
heptaclorobifenilos y 194, 195, 196, 198, y 200 de los octaclorobifenilos segin la numeracién
sistematica de BPCs propuesta por Ballschmiter y Zell (1980) y aceptada por IUPAC; siendo
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relativamente mas abundantes las masas de los congéneres heptaclorobifenilos seguido en
abundancia por los hexacloro bifenilos. Se observa ademds, que existen dos componentes que
eluyen juntos y corresponden a los congéneres hexatheptacloro bifenilos y
heptatoctaclorobifenilos que no fueron cuantificados; ademds, existen en muy baja concentracién
nonaclorobifenilos como para ser identificados con facilidad.

{samero Nombre Nimero IUPAC Masa de Identificacian
2,2°.5,6 Tetraclorobifenilo 53 202
22445 Pentaclorobifenilo 99 326
2274476 Pentaclorobifenilo 100 326
234,56 Pentaclorobifenilo 117 326
3,3'4.4°.5.8 Hexaclorobifenilo 169 360
2.2’ 3455 Hexaclorebifenilo 141 360
22,33 447 Hexaclorobifenilo 129 360
223366 Hexaclorobifenilo 136 360
2,2°,3,4,5,6,6° Heptaclorobifenilo 186 394
2,2°,3,4',55°,6 Heptaclorabifenilo 187 394
22°.344°56 Heptaclorobifenilo 181 394
2,2°,344° 5,6 Hepiaclorobifenilo 182 394
22°33.44' 56 Octaclorobifenilo 196 430
2,2°3344° 55" QOctaclorobifenilo 164 430
2,27.3,3°4.5,6,6° Octaclorobifenilo 200 430
2,2°,3,3,455,6 QOcraclorobifenilo 198 430
2,2.,3,3'4,4°,5,6 Octaclorobifenilo 195 430

Tabla No. XIV-10.- Andlisis cualitativo de bifenilos policlorados puros

14.4. IDENTIFICACION CROMATOGRAFICA DE BPCs NITRADOS Y AMINADOS POR
CG/EM

Indudablemente, las ventajas de las técnicas de cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas para determinar BPCs, son las que mds posibilidades poseen como
herramienta de investigacion en la identificacion de este tipo de compuestos. Los experimentos
realizados han proporcionado nuevos resultados hasta el momento sobre el comportamiento
cromatografico de los BPCs nitrados y aminados que se han comentado a lo largo de la
exposicion; no obstante, es necesario realizar una recapitulacion final para destacar los aspectos
de mayor interés:

La identificacién de los picos de cada uno de los congéneres de BPC aminado estaba
planeado en principio como procedimiento rutinario. Sin embargo, fue necesario estudiar las
relaciones entre la estructura quimica y el comportamiento cromatografico; debido a que en la
libreria interna del espectrometro de masas, no eXisten espectros de masa para BPCs nitrados ni
aminados. De igual manera, al realizar la correspondiente busqueda bibliografica en el Chemical
Abstracts Register, resultd sorprendente la escasez de datos publicados sobre nitracion y
reduccion a amina de BPCs ya que los tinicos articulos encontrados se refieren a la nitracion del
3,3",4,4 -tetraclorobifenilo (Chaudhary,1978), 4-clorobifenilo y 2,’3,’4,’5-tetraclorobifenilo
(Donnely, 1987).
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Uno de los temas mads jinteresantes que se desprendieron de la investigacion es
indudablemente, la correlacion entre la nueva estructura quimica y los tiempos de retencidn
cromatogrdfica de los BPCs aminados por las dificultades que esto plantea, tema que es
sumamente atrayente, no solo por la posibilidad de aportar nuevos datos de interés tedrico en
técnicas cromatograficas, sino también por la utilidad de datos obtenidos para el propio proceso
de biodegradacion.

Para la identificacion de los componentes de los BPCs nitrados y aminados, se recurrié
también a la espectrometria de masas con el mismo programa cromatografico anterior; sin
embargo, no se detectaron sus espectros correspondientes debido a la falta de registros CAS en la
libreria interna del equipo de masas para referir estos compuestos y la posible descomposicion
termica (T= 285°C) de los grupos nitro y amino introducidos a la muestra; por lo cual, se realizoé
otro analisis con un programa cromatografico de menor temperatura (T=270°C) para obtener una
mayor resolucion

La eficiencia del nuevo programa de tempertura empleado si bien, permité alcanzar el
objetivo principal de separacion de los picos de los diferentes congéneres y obtener gran cantidad
de informacion acerca de las masas en estudio, no es del todo adecuada para obtener la
determinacion completa de todos los compuestos en Ia mezcla ya que éstos, incluyen diferentes
isdmeros por congénere, lo que dificulta su identificacion.

La identificacion de los congéneres aminados con el nuevo programa de temperatura, se
ha presentado especialmente dificil al tratarse de varias series de isomeros y tampoco no ha sido
posible referirlos, debido a la inexistencia de registros antecedentes de cromatografia. Se ha
podido constatar, que la resolucion disminuye a medida que aumenta el peso molecular de los
compuestos a separar en la mezcla; por lo cual, se ha requerido de la aplicacién de las técnicas de
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) para comprobar las posiciones nitradas y aminadas en la
estructura molecular de los diferentes congéneres. Con esta técnica, la posiciéon y nimero de
grupos introducidos es inequivoca.

Los valores obtenidos en el estudio, concuerdan bastante bien con los valores de las
masas. A pesar de ello, para evitar errores en la cuantificacion de cada uno de los congéneres
nitrados y aminados se decidio realizar la determinacidén de una manera indirecta; es decir,
mediante la cuantificacion de los isdmeros de BPCs que aparcen en los cromatogramas de los
BPCs nitrados y aminados que no fue posible que se nitraran ni aminaran; debido a que las
posiciones adecuadas estaban ocupadas o presentaban impedimentos estéricos. Las figuras XIV-
14 y XIV-15 presentan los cromatogramas de los andlisis realizados a los BPCs nitrados y
aminados respectivamente.
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10 NICROL. HASTA 1 ML CON

Fig. No. XIV-14.- Andlisis cromatogrdfico de los BPCs nitrados

Como se observa, los isémeros 53, 99, 117, 169, 141, 186, 187, 182, 196, 194, 200, 198 y
195 presentes en el BPC puro se nitraron (Tabla XIV-11). El octaclorobifenilo 197 es un nuevo
isdbmero formado por decloracion. Los congéneres 100, 136, 129 y 181 no se nitraron debido a
que las posiciones adecuadas estan ocupadas o presentan impedimentos estéricos, como se

muestra en la Tabla XIV-12,

Isémero Nombre Némero JUPAC Masa (mz)
2,256 Tetraclorobifenilo 53 292
2,2"4,4°.5 Pentaclorobifenilo 99 326
134°56 Pentaclorobifenilo 117 326
3344755 Hexaclorobifenilo 169 360
223455 Hexaclorobifenilo 141 360
2.2"3,4,5,6,0° Heptaclorobifenilo 186 394
22734556 Heptaclorobifenilo 187 394
2,2',34.4,5,0' Heptaclorobifenilo 182 394
2,2°,3.3° 4,4',5,6 Octaclorobifenilo 196 430
2,2°33°44° 55" Qctaclorobifenilo 194 430
2,2°3,3°45°6,6° QOctaclorobifenilo 200 430
2,2'33°4,55°6 Octaclorobifenilo 198 430
2,2'33 4456 Qctaclorobifenilo 195 430
Tabla No. XIV-11,- Congéneres nitrados
Isdmero No. IUPAC Congénere Musa (m/g)
2,2°44.6 100 Pentacloro bifenilo 326
213368 136 Hexacloro bifenilo 360
2,233 447 129 Hexacloro bifenilo 360
2,2°344°.56 18] Heptacioro bifenilo 194
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[22'33'.4,4'.6,6' ~ T ks T Totactora bifenilo 730

Tabla No. XIV-12.- Congéneres que no se nitraron y producto de decloracion (en gris)

IOMICROL, AASTA 1ml con bexandgz_as'z |
1. 9m7
1,027
E1.787 §
2,527 §
1,487 §
£1.387

E 1,287
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£9. 486 §
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| 5. 926 §
F4.786 |
£ 3. 526 §
_Ez.us

7:51 F1.286 B
F0.0E0 R

A "
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~ Fig. No. XIV-15.- Andlisis cromatografico de los BPCs aminados

Los valores detectados en el analisis de espectrometria de masas de los BPCs aminados y
sus respectivos espectros se encuentran en la tabla XIV-13 y figuras XIV-16 a la XIV-18.
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Fig. No.XIV-17..- Espectros de masas de los bifenilos tri, tetra y penta clorados diaminados
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Fig. No. XIV-18.- Espectros de masas de los bifenilos penta, hexa y heptaclorado mononitrados

Niwiero de masa detectada - Congenére correspondiente

218 Bifenilo monociorado diaminado
252 Bifenilo diclorado diaminado
288 Bifenilo triclorado diaminado
324 Bifenilo tetraclorado diaminado
358 Bifenilo pentaclorado diaminado

T 392 Bifenilo hexaclorado dfaminado
373 Bifenito pentaclorado mononitrado
405 Bifenilo hexaclorado mononitrado
439 Bifenilo heptaclorado mononitrado

Tabla No. XTV-13 .- Valores de masas de los BPCs aminados determinadas por espectrometria de masas.

En la tabla XIV-14 se presenta el resultado del analisis de los BPCs aminados. La tabla
XIV-15 presenta los congéneres 100, 129, 181, 194 y 195 que no se aminaron ya que son los
mismaos iSGmeros que no se hitraron.

| Isémero No. IUPAC ] Congénere i Masa (m/7)
2,2'4.4°,6,6° 155 Hexaclorobifenilo 360
22°44°5,5 153 Hexaclorobifenilo 360
2.2°.344°5 137 Hexaclorobifenilo 360
2,2°34°5.6 149 Hexaclorobifenilo 360
22°33° 56 135 Hexaclorobifenilo 360
2,234,556 185 Heptaclorobifenilo | 394

Tabla No. XIV- 14.- Andlisis cualitativo de los bifenilos policlorados aminados
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Isomere No, IUPAC Congénere Masa (m/2)
2,2'4.4°.6 100 Pentaclorobifenilo 326
2,273,344 129 Hexaclorobifenilo 360
22,33, 66" 136 Hexaclorbifenilo 360
2,2°.,34,4'.5,6 181 Heptaclorobifenilo 394
2,2°.,3,3°,44°, 55 194 Octaclorobtfenilo 430
2,2°,3,3°.44'5,6 195 Octaciorobifenilo 430

Tabla No. XIV-15.- Congéneres que no se aminaron

En la tabla XIV-16, se presentan los isdmeros 135, 137, 149, 153, 155, 185 y 197
formados por la decloracién de las moléculas del BPC con los grupos nitro introducidos que vez
labilizan los atomos de cloro adyacentes; la eliminacién de cloros se efectué probablemente
durante la reaccién con hidrazina.

__ Isdmere No. IUPAC __~ Cangdnere Masa_(m72)
224466 155 Hexaclorobifenilo 360
2,244 55 153 Hexaclorobifenilo 360
2,2'.3,44°.5 137 Hexaclorobifenilo 360
22°,34°.56 149 Hexaclorobifenilo 360
2,2°,3,3°,5,67 135 Hexaclorobifenilo 360
2,234,556 185 Heptaclotobifenilo 394
2,233 4466 197 Octaclorobifenilo 430

Tabla No. XIV-16.- Congéneres formados como productos de decloracion.

En general, los resultados obtenidos representan nuevas areas interés tedrico para realizar
trabajos de investigacion no sblo en la busqueda de las técnicas cromatografias mas adecuadas,
sino por la utilidad de los datos obtenidos para el propio proceso de biodegradacion. Por otra
parte, se puede considerar que los resultados de este pretratamiento quimico son nuevos reportes
y registros CAS para publicacion.

Los resultados obtenidos de los andlisis cromatograficos y de resonancia magnética
nuclear, permiten confirmar los estudios de Kuhn y Suflita (1989 en lo que respecta a la
eliminacion de electrones de las estructuras arométicas resonantes por la introduccién de los
grupos nitro en la molécula, haciendo al anillo més susceptible al ataque nucleofilico,
particularmente en las posiciones orfo y para. Lo cual, contribuye a la eliminacion preferencial
de los halogenos de estas posiciones.

14.5. Determinacion de Resonancia Magnética Nuclear de BPCs puros

Por este método se ha podido confirmar la existencia de bifenilos policlorados en la
muestra analizada, (figuras XIV-19 y XIV-20). En los espectros de 'H y C aparecen las sefiales
caracteristicas para estos compuestos. Por comparacion de los espectros obtenidos con los
estindares de la bibliografia se puede deducir que la mezcla de BPCs extraida del aceite es
similar a la del Aroclor® 1260.
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Fig, No. XIV-19 -Andlisis de RMN por 'H para la muestra de BPC puro.
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Fig. No. XIV-20 .- Andlisis de RMN por *C para la muestra de BPC puro.
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14.6. Determinacion de Resonancia Magnética Nuclear de BPCs nitrados

Los resultados del andlisis de Resonancia Magnética Nuclear del 'H y '>C han
determinado la existencia de bifenilos policlorados nitrados. En ¢l espectro, existen aparecen las
sefiales caracteristicas de los BPCs, pero al realizar la comparacion con las figuras de la muestra
de BPCs puros, se observan claras diferencias entre las sefiales, por lo que se deduce que la
existencia de compuestos nitrados con la introduccién preferente de los grupos nitro en las
posiciones para y orte de la molécula del clorobifenilo. Sin embargo, existen aunque en muy
pequefia proporcién sustituciones en meta. Los andlisis de la relacién de dreas del 'H (figura
XIV-21) demuestran la existencia de compuestos dinitrados de la forma:

En la cual, existen 3 H vecinos por atomo de cloro, y 1 H vecino por grupo nitro. La
relacion de areas del °C (figura XIV-22) sefiala la existencia de un 4tomo de carbono sustituido
por un grupo nitro por cada dtomo de carbono sustituido con cloro.
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Fig. No. XIV-22.- Andlisis de RMN por 3C para la muestra de BPCs nitrados.

14.7. RENDIMIENTO DEL PROCESO DE NITRACION Y AMINACION DE LOS BPCs
EXTRAIDOS DE LOS ACEITES DIELECTRICOS

El mayor porcentaje de bifenilos policlorados corresponde a los congéneres, tetra, penta,
hexa y heptaclorados los cuales, en su mayorfa se han dinitrado; existe ademas, una cantidad
significativa de congéneres heptaclorados mononitrados y solo una pequefia cantidad de
congéneres octaclorados que no fueron nitrados debido probablemente a que todas sus posiciones
orto y para se encuentran ocupadas por dtomos de cloro, o bien se encuentran estéricamente
impedidas.

Los resultados generales del analisis comparativo de la cuantificacién de los BPC puro,
nitrado y aminado se muestran en la figura XIV-23; como se puede apreciar, el rendimiento del
tratamiento de nitracion es muy satisfactorio llegando al 100% para los tetracloro bifenilos
presentes en la muestra, 86% para los pentaclorados, 64% para los hexaclorados y 53% para los
heptaclorados.

En general, los rendimientos de la reduccidon con hidrazina de los BPC nitrados es
ligeramente menor, a excepcion de los tetraclorobifenilos que presetan un porcentaje similar al
del tetracloronitrobifenilo.
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Fig. No. XIV-23.- Rendimiento del tratamiento de nilracion y aminacion de los BPCs

No ha sido posible realizar la cuantificacion de los octaclorobifenilos, aunque se
encuentran presentes ya que ha sido imposible realizar la recta de calibrado debido a que se
requeria de una concentracién mayor a 10 ppm de la que existe en la solucion patrén y debido
ademds a que por debajo de esta concentracion, la respuesta de este tipo de congénere es apenas
perceptible por el detector de masas. Los detalles de la cuantificacion obtenidos de la
gspectrometia de masas se encuentra en la figura XIV-24,

La distribucion de los diferentes congéneres obtenidos del proceso de nitracion y
aminacion es diferente de la obtenidas en la determinacion de los BPCs puros, lo que pone de
manifiesto la influencia labilizadora de los grupos nitro y amino sobre las moléculas de cloro
vecinas. '
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Fig. No. XIV-24.- Detalles de la cuantificacion de los BPCs puros, nitrados y aminados.

Como se puede observar, existe un problema de cuantificaciéon en los congéneres de
heptaciorobifenilos aminados ya que superan el valor de los heptaclorobifenilos nitrados con un
error inferior al 2%. El problema fue debido a errores de instrumentacion analitica en el momento
en que el equipo de computo realizo la integracién de areas.

14.8. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS BPCs NITRADOS

Consecuentemente a la fase de investigacién anterior, se ha originado un nuevo tema de
tesis de Maestria en Ingenieria Ambiental en la Universidad Nacional Auténoma de México
basada en la caracterizacion de los nuevos BPCs nitrados obtenidos en el pretratamiento quimico.

Muchas de las transformaciones fisicoquimicas que sufren los BCPs al ser aminados, se
pueden seguir mediante técnicas de analisis especificos. El interés en la realizacion de estas
técnicas radica, en que permite recoger datos cualitativos muy poco asequibles por otro tipo de
métodos. Para ello, ha sido preciso realizar la caracterizacién que definiese bien las moléculas de
los compuestos asi formados. Sin embargo, la falta de informacion y referencias al respecto, ha
producido incertidumbre en el analisis de los datos en algunos casos.

La caracterizacion fisicoquimica de estos compuestos, representa una gran ayuda en el
andlisis de las relaciones entre la estructura quimica de los nuevos BPCs nitrados y el
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comportamiento cromatografico de sus diferentes congéneres, ya que permite deducir los
parametros estructurales a partir de los tiempos de retencidn y viceversa.

La caracterizacion fisicoquimica se centré en las transformaciones estructurales y
modificaciones de sus propiedades durante el tratamiento quimico de nitracién de las moléculas
de BPCs. Los analisis realizados, permiten constatar los cambios producidos en su estructura y
propiedades, lo cual puede servir de base para explicar el incremento de las posibilidades de
degradacion enzimatica por microorganismos.

14.8.1, ANALISIS TERMICO

Andlisis en Picnometro

El andlisis se realizd em el Instituto de Quimica de la Universidad Nacional Auténoma
de México utilizando un picnémetro, para determinar el comportamiento que experimentan los
BPCs nitrados (tabla XIV-17) ante los cambios de temperatura, en un rango de temperatura
ambiente (Ta) y hasta 380 °C bajo las siguiente condiciones de operacién: Ta= 20°C, V= Veloc.
de calentamiento = 4 y P = Presion Atmosférica =0.77 atm en la Ciudad de México.

Tabla No, XIV-17.-Cambios por temperatura de la muestra de BPCs nitrados®,

Inicio de burbujeo inconstantg, con pequefias burbujas j;r?
150 °C diferentes rangos de temperatura hasta alcanzar los 200 °C.,
Inicio de un cambio apreciable en la coloracién, la muestra
200°C comienza a tornarse rojiza.

El color de la muestra es casi negra, pero alin se aprecia algo deI
250°C lquido,
No se distingue liquido y la muestra estd practicamente
carbonizada.

* Realizados con incrementos constantes de temperatura.

Posteriormente, realizando un cambio en la velocidad de calentamiento, se observa un
incremento en la intensidad y tamafio del burbujeo a tempeaturas mis bajas que las observadas
anteriormente (a 140 °C aprox.) los cambios de coloracién se llevan a cabo a la misma
temperatura observada. Sin embargo, cuando se realiza el mismo proceso a una menor velocidad
de calentamiento no se observa burbujeo, pero persiste el cambio de color en el mismo rango de
temperaturas observadas en los dos procedimientos anteriores. La figura XIV-25 presenta los
cambios de coloracién del BPC puro, nitrado y aminado.
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Fig. No. XIV-25 .- Cambio de coloracion del BPC puro, nitrado y aminado (izquierda a derecha)

14.8.2. ANALISIS POR CALORIMETRIA DIFERENCIAL

Los resultados de los analisis realizados con el Analizador Calorimétrico Diferencial
(DSC) se resumen en la tabla XIV-18 y las figuras XiV-26 y XIV.27.

Tabla No. XIV-18 .-Cambios experimentados por las muestras analizadas,

ey D
BPCs puros -51a-30 180 a 225
-30a 10
BPCs nitrados 34a56 125 a 195
1952230

¢ El analisis de las temperaturas de fusién de las muestras de BPCs puros, presentan dos zonas
de temperatura en donde se llevan a cabo los cambios, comprendidas entre ~51 a -30°C y otra
entre —30°C a 10°C; por referencia de los andlisis realizados de RMN y CG/EM se tiene
conocimiento que la muestra presenta impurezas por lo que se deduce que los rangos de
temperatura mas bajos corresponden a las impurezas.

¢ La temperatura de ebullicién se inicia a temperaturas superiores a los 225 °C,

¢ Lamuestra de BPC nitrado presentan un rango de temperatura de fusion desde 34 °C a 56 °C.
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¢ En la zona de altas temperaturas, existen dos zonas con un rango de vaporizacién entre 125 °C
a 195 °C que pertenecen a las impurezas y otra de 195 °C a 230 °C la de los BPCs nitrados.
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Fig. No. XIV-26 .- Andlisis Caloriméwrico Diferencial de la muestra de BPC puro, Aimosfera inerte de N, y
velocidad de calentamiento 10 °C/min.
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Fig. No. XIV-27 .- Analisis Calorimétrico Diferencial de la muestra de BPC nitrado, Atmosfera inerte de N, y
velocidad de calentamiento 10 °C/min,
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14.9. DETERMINACION DE ECOTOXICIDAD

Los resultados de las pruebas de ecotoxicidad, realizadas por el método de bioensayo de
luminiscencia a los BPCs puros, nitrados y aminados antes de introducirlos en los reactores, se
presenta en la tabla XIV-19. Como se observa, el valor de ECsy de BPC aminado supera casi dos
veces el valor limite inferior, por lo que ¢l BPC aminado puede considerarse como no ecotéxico
para este tipo de bioensayo.

El BPC nitrado es el que presenta la mayor toxicidad. Por otra parte, la sensibilidad del
procedimiento de analisis para el BPC puro, no es del todo confiable, ya que este compuesto no
presenta la misma solubilidad en agua que los otros dos para conseguir las condiciones requeridas

por el método.

Tabla No. XIV-19.- Valores obtenidos de los anadlisis de ecotoxicidad

BPC aminado
: BPC nitrado

e

*Cociente ECso/ limite: ndmero de veces que la ECs de la muestra supera el valor 3.000 mg/l considerado como limite para definir el caricter

ecotéxico de una sustancia. (BOE/270/1989).
@'H = mayor que el estindar mds alto.

14.10. PRUEBAS DE CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS UTILIZANDO BPC
AMINADQO COMO UNICA FUENTE DE CARBONO Y NITROGENO

El crecimento efectivo de los microorganismos a expensas del BPC aminado como Gnica
fuente de carbono y nitrégeno, fue determinado midiendo la absorbancia a 660 y 386 nm en el
medio mineral que contiene Ja suspension de microorganismos. Los valores alcanzados fueron
0,743 y 1,163 respectivamente, medidos al tercer dia a 20 °C y con un pH=7. El amarilieamiento
del medio, es el resultado de la transformacion de los BPCs aminados y representa la
acumulacién de compuestos formados por la biodegradacion como se observa en la figura XIV-
28.
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Fig. No. XIV-28.- Amarilleamiento del medio como prueba de la biodegradacion del BPC aminado.

14.11. ANALISIS DEL TRATAMIENTO AEROBIO EN LOS BIOENSAYOS

Los bioensayos aerobios, realizados para la degradaciéon de los BPCs aminados en
matraces a nivel laboratorio, han demostrado que durante el proceso de biodegradacion, los
radicales formados por el grupo amino pueden ser sustituidos por grupos hidroxilos; incluso los
radicales nitro son facilmente sustituibles por los grupos hidroxilos. Durante esta reaccion de
sustitucion, se pueden labilizar ciertos 4tomos de cloro. Los dos tipos de sustituyentes (amino e
hidroxilos) representan lugares especificos del ataque a la molécula para las enzimas producidas
por los microorganismos; sin embargo, para que se lleve a cabo la asimilacién celular, es
necesario la adicion de micronutrientes al sistema; ademas de la extraccion de los metabolitos
generados para evitar la inhibicion del proceso de biodegradacion.

La biodegradacion del BPC aminado, puede involucrar una intrincada red de compuestos
intermedios mas que una simple via; lo que puede hacer la determinacion de la ruta y secuencia
de biodegradacion completa un tanto dificil.

Los resultados preliminares de los bioensayos, muestran indicios de buenos resultados;
pero ha sido necesario seguir afinando detalles de las reacciones de biodegradacion en los
reactores aerobio y anaerobio.

Por el momento, el analisis cromatogrifico de los metabolitos obtenidos de la
biodegradacion en los ensayos utilizando cepas puras del hongo Phanerochaete chrysosporium,
mezclas de hongos, mezclas de bacterias y mezclas conjuntas de todos los microorganismos, han
demostrado la presencia de diferentes compuestos formados por la ruptura de al menos uno de los
anillos del bifenilo.

XIV-34



Capitulo XIV Andlisis de Resultados y Discusiones
e ——— —— — — —— — —— ]

El proceso de biodegradaciéngsincluye una serie de reacciones enzimiticas de
fragmentacion de la molécula del BPC aminado, lo que da origen a gran variedad de compuestos
cuya concentracion se incrementra y decrece conforme transcurre el periodo de tratamiento en el
sistema. Algunos de estos compuestos, experimentan posteriormente un reagrupamiento por
reacciones radicalarias dando origen a hidrocarburos de cadena larga entre los que comimnente
se encuentran compuesfos decanos; ¢l problema se complica, cuando se producen formas
extremadamente complejas como los tridecanocs, tetracontanos y hexatriacontanos, lo que
dificulta la interpretacion de los resuitados. Sin embargo, toda esta serie de compuestos son
biodegradados en el mismo reactor.

14.11.1. Bioensayo con mezcla de bacterias

Las tablas XIV-20 a la XIV-22 presenta los principales compuestos formados de la
biodegradacion del BPC aminado en el bioensayo utilizando la mezcla de bacterias y sus
respectivos tiempos de retencion. Las figuras XIV-29 a la XIV-35 presentan los cromatogramas y
graficas correspondientes de los metabolitos generados en el bioensayo.

10:00

i5:00 20:0p0  28:00  30:00  3sloo 40i00  43!00 Goloe

—

Fig. No. XIV-29.- Cromatograma de los metabolitos generados al 1°, dia en el bivensayo utilizando una mezcla de
bacterias.

Tabla No. XIV-20.- Tiempos de retencién y metabolitos generados en el bivensayo wtilizando una mezela de
bacterias 1 dia.

Metabolitos generados utilizando una mezcla de bacterias 1° dia
T. Retencidn Compuestos
3:06 3,5.5 trimetil-2-giclohexen-] -ona.
10:53 Decano
13:57 Ac. Fosforico tributil ester
16:05 Etiihexanol
16:49 Decano
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19:39 Decano

22:25 Dodecano

2314 Ac. Bencendicarboxilico bis (2-metipropil) ester
24:21 Etithexanol

24:32 Ac- [,2, bencendicarboxilico bis (metoxietil) ester
25:04 2,6,8 timetil-decano

25:40 Ac. Bencendicarboxilico bis {2-metoxi etil) ester
27.36 Dodecano

29:29 5 eicosene

0 Hexatriacontano

32:49 Hexatriacontano

34:57 1-hexacosanol

3534 2,6,10.,135 tetraetil -heptadecano

38:12 2,6,10,15 tetraetil-heptadecano

41,58 Octadecano

47:23 Heptadecano

Fig. No. XIV-30.- Metabolitos generados en el bioensayo utilizando una mezcla de bacterias al 1° dia
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Fig. No. XIV-31 .- Cromatograma de los metabolitos generados al 3° dia en el bivensayo utilizando una mezcla de

bacterias.

Tabla No. XIV-21.- Tiempos de retencion y metabolitos generados en el bioensayo wtilizando una mezcla de

bacierias 3°dia.

Metabolitos generados utilizande una mezcla de bacterias 3° dia
T. Retencion Compuestos

2:59 2—ciclohexen-1nona, 3,5.5 tnimetil

4:04 1,24 trictoro benceno

10:37 Dodecano

12:12 1,2.3 tricloro-4-nitrobenceno

13:18 23,4 ticloroaniling

13:47 2(3H)-furanona 5-eiil dihidro 5-metil (caprolactona)

14:02 323,54 wicloroanilina

14:53 Heptadecano

16:37 Hexadecano

19:29 Dodecano

19:49 Heptadecano

21:01 5,6-dimeti! decano

21:16 4,5-dimetil nonano

22:30 Tetradecano

23:06 Ac. 1,2 bencendicabroxilico bis(2-metoxi etil) ester

24:56 3-etil-2-metil hexano

25:32 Ac. 1,2 bencendicabroxilico dodecil ester

26:40 Hexadecano

27:3] Hexatriacontano

3236 Hexacosano

33:09 227, 34, 4'5 hexaclorohifenilo (hexa CB)

37:58 bis(2-etil hexil) ester -Ac. Hexadecanoico

43:01 bis(2-etil hexil) ester -Ac. 1,2 bencendicaboxilico
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Fig. No. X1V-33.- Cromatograma de los metabolitos generados al 7° dia en el bioensayo utilizando una mezcla de
bacterias.
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Tabla.No X1V-22.- Tiempos de retencion y metabolitos generados en los bioensayos utilizando unae mezcla de
hacterias 7 dia.

Metabolitos generados utilizando una mezcla de bacterias 7° dia.
T. Retenclén Compuestos

2:55 3,5,5 Tometilciclohex-2-en-1-ona

3:55 1,2,4 triclorobenceno

4:36 Ac. Octanoico

10:31 Decano

12:06 1,2.3 tricloro- 4-nitrobenceno

1320 1,3,5 tricloro-metoxibenceno

13:34 4-¢til tetradecano

13:43 Ac. Fosforico tribuil ester

14:04 ciclopentancna 2-(1-metil propil)

16:35 1,3,5 tricloro 2-metoxibenceno

19:28 5,6 dimetildecanc

19:41 5,6 dimetildecano

20:58 5,6 dimetildecano

22:14 4,5-dimetil nonano

23:03 Ac. Bencendicarboxilico bis(4-metil propil) ester
24:26 heptane 2,3 dimetil

25:30 Ac. 1.2 bencendicarboxilico dodecil ester
27:29 ciclopentanona 2-(1-metil propil)

31:43 22°,34,4'5'exa CB

32:32 ciclopentanona 2-(!-metit propil)

33:00 27, 33, #5hexa CB

36:21 ciclopentanona 2-(t-metil propil)

37:29 ciclopentanona 2-(1-metii propil)

41:5] Ac. Bencendicarboxilico dodecil ester
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Fig, No, XIV-35.- Meiabolitos generados en el bioensayo utifizando una mezcla de bacterias al 1°, 3°y 7%'dia
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En el bioensayo \itilizando 14 niezcla de bacterias, los compuestos cloro y nitrobencenos
son degradados completamente en un periodo de 7 dias; sin embargo, los congéneres
hexaclorobifenilos se acumulan conforme transcurre el periodo de tratamiento.

14.11.2. Bioensayo con Phanerochaete chrysosporium

Las tablas XiIV-23 a la XIV-25 presenta los principales compuestos formados de la
biodegradacion del BPC aminado en ¢l bioensayo utilizando Phanerochaete chrysosporium y sus
respectivos tiempos de retencion. Las figuras XIV-36 a la XIV-42 presentan los cromatogramas y
graficas correspondientes de los metabolitos generados en el bioensayo.

X = - LI TUOT Vhet AGESYed
BT () Exp : DEVACOLT
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Fig. No. XIV-36.- Cromatograma de los metabolitos generados al 1° dia en el bioensayo utilizando Phanerochaete
chrysosporium

Tabla No. XIV-23.- Tiempos de retencion y metabolitos generados en el bioensayo utilizando Phanerochacte
chrysosporium al 1 ° dia.

Metzabolitos generados utilizando Phaneerochate chrysosporenm 1° dia
T. Retencién : Compuesto

9:12 2-undecenal

10:53 Heptadecano

12:25 1,2 A-ticloro-S-nitrobenceno

12:48 2,6,10,15-tetrametil-hepadecanc

13:37 iﬂﬁ-uﬁkxo-}nﬁmbmo

1354 Hepadecano

14:01 Acido Fosforico tributil éster

15:38 dietil ftalato

16:52 Hexadecano

18:01 4-ciclohexil-decano

18:19 Eicosano

18:52 Tridecano

19:15 2-dodecanona

19:44 Heptadecano

19:57 2,6,10,14-tetrametil-pentadecano
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20:57 Acido decanodioico

21:28 I-metil-nonadecanc

2328 Octadécano

22:46 2,6,10,14-tetrametil-hexadecano

2318 bis{2-meti] propillester-Ac. 1,2 bencendicarboxilico
23:37 Tetratetracontano

23:45 Octadecanol

24:01 2,3-dimetil-heptadecanc

24:09 2-metil-heptadecano

2421 2,6,10,15,19,23-hexametil-tetracosano

24:45 2-heptadecanona

24:59 ‘Tritetracontano

25:08 Nenadecano

25:41 Butil 2-metilpropil éster- Ac.1,2 bencenodicarboxilico
26:26 13-o¢tadecanal

277 Tritetracontano

2741 Hexatriacontano

29:27 I -heptacosanol

30:09 Tetratetracontano

31:02 Tritetracontano

F1:48 IFAANSThexaCB - s
32:32 Pentatniacontanc —

33:05 TTARSS R CB

3332 3,7.4,0,5,5 hexd GO T

3415 STAA S hexa CB

35:04 Pentatriacontano

3870 L3 ARS 6heptaCl -
4413 bis(2-metil propil) ester “Ac. Hexanodioico

Fig, No. XIV-37 - Metabolitos generados en e bioensayo utilizando Phanerochaete chrysosporrium 1° dia.
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Fig. No. XIV-38.- Cromatograma de los metabolitos generados al 3° dia en el bioensayo utilizando Phanerochaete
chrysosporium

Tabla No. XIV-24.- Tiempos de retencion y metabolitos generados en el bioensayo utilizando Phanerochaete
chysosporium al 3 °dia.

Metabolitos generados utilizendo Phanerochaete chrysosporium 3° dia
T. Retencion - .- - Compuestos
2:59 3,5,5-Tnmetilciclohex-2-en-1-ona
35 - |1.3,5-triclorobeniceno-
4:40 Hexatriacontano
10:34 Hexatriacontano
12:09 1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno
12:30 Hexatriacontano
13:17 ’ 2,3 4-tricloroanilina L
1336 Hexatriacontano _
13:44 Acido fosforico iributil-éster
1403 - [234-mcloroanilma e
1523 Dietil Flalalo
15:52 I-cleniloxi~<lecano
16:36 2,6,10,15-tetrametil-Heptadecano
19:29 2,6,10,15-1etrametil-Heptadecano
19:43 2,6,10,15-tetrametil-Heptadecano
22:16 Hexatriacontano
22:33 2,6,10,15-tetrametil-Heptadecano
23:06 bis(2-metil propil)ester- Acido 1,2-bencenodicarboxilico
24:05 5-octadecano
24:56 Hexatnacontano
25:31 bis(2-metoxietil) ester- Ac. 1,2 bencendicarboxilico
27:33 Hexatriacontano
29:21 5-Eicoseno
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30:06 Hexatriacontano

ITa9 ITHAFS hexa OB -

32:42 Hexatrtacontano

3308 2,2,3,4,8.5 héxa CB

34:28 5-Eicoseno

KT 23T A5G hepla CB

36:23 ITIAFS6hepmCB

38:06 T3 AT I Eepa Cl

40:38 5-Eicoseno

41:34 Acido [,2-Bencenodicarboxilico, diisoctil éster

3613 4,165

Fig. No. XIV-39.- Metabolitos generados en el bioensayo utilizando Phanerochaete chrysosporium 3° dia
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Fig. No. XIV-40.- Cromatograma de los metabolitos generados al 7° dia en el bivensayo utilizando Phanerochaete
chrysosporium

Tabla No. XIV-25.- Tiempos de retencion y metabolitos generados en el bioensayo utilizando Phanerochaete
chysosporium al 7° dia.

Metabolitos generados utilizando Phanaerachate chrysosporeum" 7° dia
T. Retencisn Compuestos
2,58 2,2-dimetil-ciclohexanol
5,10 3,3,5-trimetil-1 -hexeno
10,33 4,5-dimetil-nonano
13,43 Actdo Fosfarico, tris(etilhexil}) éster
16,35 5-metil-undecano
22,15 4,5-dimetil-nonano
2303 bis(2-metoxietil) ftalato
35,30 bis(2-metoxienl) falato
27,30 ciclopentanona 2-sec-butil
31,30 1-etoxi-hexano
3631 3FANSShexaCB
1129 Acido hexanodioico, dioctil éster
4145 bis(2-etithexi!) falate
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Fig. No. XIV-41.- Metabolitos generados en el biocensayo utilizando Phanerochaete chrysosporium al 7° dia

Metabolitos géne rados utilizando Phanerochaete chrysaspbrium
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" Periodo de ensayo =

Fig. No, XIV-42.- Metabolitos generados en el bicensayo utilizando Phanerochaete chrysosporium 19, 3%y 7° dia
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Como se observa, en el-bioensayo-utilizando el hongo Phanerochaete chrysosporium los
compuestos clorobenceno, nitrobenceno, cloroanilinas y los congéneres de heptaclorobifenilo son
biodegradados completamente en un periodo de 7 dias; sin embargo algunos congéneres de
hexaclorobifenilos permanecen en €l medio, aunque en pequefia proporcién. Probablemente,
éstos corresponden a los isémeros de dificil biodegradacion.

14.11.3. Bioensayo con mezcla de hongos

Las tablas XIV-26 a la XIV-28 presenta los principales compuestos formados de la
biodegradacion del BPC aminado en el bioensayo utilizando una mezcla de hongos y sus
respectivos tiempos de retencion. Las figuras XIV-43 a la XIV-49 presentan los cromatogramas y
graficas correspondientes de los metabolitos generados en ¢l bioensayo.
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Fig. No.X1V.43.-Cromatograma de los metabolitos generados al 1° dia en el bioensayo utilizando una mezcla de
hongos.

Tabla No. XIV-26.- Tiempos de retencion y metabolitos generados en el bioensayo utilizande una mezela de hongos
1*dia.

Metabolitos generados utilizando una mezcla de hongos 1° dia

T. Retencion Compuestoy

3:09 3,5,5-Trimetil ciclohex-2-en-1-ona

10:57 Dodecano

14:06 Acido Fosforico, tris (2-etilhexil) éster

15:55 Hexadecano

19:47 Hexacosano

22:31 Hexatriacontano

23:31 Acido 1,2-Bencenodicarboxilico, diheptil éster

25:10 Hexacosano

25:47 Bis{2-metoxictil) fialato

2743 Heptadecano
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29.27 {-decanol, 2 metil

30:08 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano -
32:33 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano

34:59 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano

317:45 Hexatriacontano

40:38 Acido 1,2-Bencenodicarboxilico, ditridecil éster

43:19 Heptadecano

48:54 Hexadecano

Fig. No.XTV-44.- Metabolitos generados en el bioensayo utilizando una mezcla de hongos 1° dia.
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Fig. No.XIV-XIV-45.-Cromatograma de los metabolitos generados al 3° dia en el bioensayo utilizando una mezcla
de hongos.

Tabla No. XIV-27.- Tiempos de retencion y metabolitos generados en el bioensayo utilizando una mezcla de hongos
3°dia.

! Metabolito generados uiilizando una mezcla de hongos 3° dia
T fmpddn Compuestos
3:01 3,5,5-trimetil-2-ciclohexen-i-ona
4:42 Acido octanoico
10:36 Undecano
13:22 2,3,4-tricloro anilina
13:44 Acido Fosforice tributil éster
16:36 Hexatriacontano
18:05 Decano
10:29 Hexatriacontano
19:43 2 6-dimetil-Hepladecano
22:15 2.6,10,15-tetrametil-heptadecano
22:32 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano
23:04 bis{2-metilpropil}éster -Ac. 1,2-bencendicarboxilico
24:55 Hexatriacontano
25:28 bis(2-metoxi etill) ester -Ac. 1,2 bencendicarboxilico
2729 Hexatriacontano
29:16 2-metil-1-hexadecanol
26:59 Hexatrizcontano
31:40 27 3.48,5-hexa CB
32:37 Hexatriacontano
12:59 223,44 5" -hexa CB
34:56 Hexatriacontane
37:18 bis{2-etithexil) éster- Ac. hexanodinico,
41:09 bis(2-etil hexil) ester- Ac. 1,2 bencendicarboxilico
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Fig, No. XIV-47,-Cromatograma de los metabolitos generados al 7° dia en el bioensayo utilizando una mezcla de
hongos.
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Tabla No. XIV-28.- Tiempos de retencion y metabolitos generados en el bioensayo utilizando una mezcla de hongos
7°dia.

Metabolito utilizando una mezcla de hongos 7° dia

[~ 1. Retenciin _ Compuesios

757 3,5 5 nmeii-2-ciclohexen-1-ona

10:30 Undecano

13:33 3-etil-2-metil-hexano

13:42 Acido Fosforico, tris(2-etilkexil) éster

14:32 3-etil-2-metil-hexano

14:50 5,6-dimetil-decano

16:34 Hexatnacontano

19:27 Hexatriacontano

19:39 5,6-dimetil-decano

20:59 2,3-dimetil-heptano

22:14 Hexatriacontano

22:28 5,6-dimetil-decano

23:04 bis(2-metilpropil}-Acido |,2-bencendicarboxilico

24T 3 A-dimetl-1-hepianol

24:54 4,5-dimetil-nonano

25:11 1,2-dimetil-3-pentil-4-propil-ciclohexanc

25:30 Ac. 1,2 bencendicarboxilico dodecil ester

27:29 Hexatriacontano

28:37 2-metil-1-dodecanol

28:49 2-metil-1-dodecanol

30:00 fritetracontano

32:34 4,5-dimetil-nonano

37:37 Acido hexanodioico, dioctil éster

41:38 bisf2-etilhexil) ftalato
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Fig. No.XIV-48.- Metabolitos generados en el bioensayo utilizando una mezcla de hongos 7° dia.

Metabolitos generados wtilizando mezcla de hongos
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Fig. No. XIV-49.- Metabolitos generados en el bivensayo utilizando una mezcla de hongos 1° 3%y 7°dfa.
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Como se observa, los congéneres hexaclorobifenilos y cloroanilinas generados en ¢l
bioensayo utilizando la mezcla de hongos, son biodegradados completamente al séptimo dia de
tratamiento.

14.11.4, Bioensayo con mezcla de todos los microorganismos

Las tablas XIV-29 a la XIV-31 presenta los principales compuestos formados de la
biodegradacién del BPC aminado en el bioensayo utilizando una mezcla de todos los
microorganismos y sus respectivos tiempos de retencién. Las figuras XIV-50 a la XIV-56
presentan los cromatogramas y graficas correspondientes de los metabolitos generados en el
bioensayo.

Til=mZQC, tim2min: MI=agl/min: r2=-2885c; 2= 0min

Y e
30:00 EXA 4000

Fig. No. XIV-50.- Cromatograma de los metabolitos generados al 1° dia en el bioensayo utilizando una mezcla de
todos los microorganismos.

Tabla. No. XIV-29.- Tiempos de retencion y metabolitos generados en el bioensayo utilizando la mezcla de todos los
mifcroorganismos 1° dia.

Metabolitos utilizando una mezcla de todos los microorganismos i° dia
7. Retencion T - .= Compuestos )
3:10 2-ciclohexan-i-one- 3,5,5, trimetil (alfa isoforona)
5:42 pentano dodecafluor
12:29 1,2,4 tricloro S-pitrobenceno
13:41 1,2,3 tricloro 2-metoxibenceno
14:01 Ac. Fosforico tris(2-etil hexil) ester
1425 2,45 tricloroanilna |
T631 Fciclohexiipiperiding
22:24 4,5-dimetil nonario
23:14 Ac. 1,2, bencendicarboxilico bis(2-metoxi etil) ester
25:04 2-ciclohexil piperidina
27:36 4,5-dimetil nonano
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7741 22,447, 6 penta CB .

28:58 27,447, 6 pemta CB

30:10 Hexacosano

I 37,34, 56 hexa CB

347 227,34, 56 hexa CB

332 Hexatriacontano

3503 |22,39,40 hexaCB . ,
3335 357 55,45, S s U8

3414 22, 34", 56 hexa CB

3T T2 3, 475, 6 hepia CB. ,
43:12 bis(2-etil he;(il) ester -Ac. I.Z,bencendica}box ilico

&
&

Fig. No, XIV-52.- Cromatograma de los metabolitos generados al 3° dia en el bioensayo utilizando una mezcla de
todos los microorganismos.

SERLEIME- S T IS YUTIFTIT O BT Hapaet AGEoipas

&'

CFTY FI=FF 3
{+RP) Exp:DEFAULT

3857
Mg

Fl=70C;tl=2minsRI=4C/ mins TRw285C =2 0min




Capitulo X1V Andlisis de Resuftados y Discusiones

Tabla. No. XIV-30.- Tiempos de retencion’y méetabblitss generados en el bioensayo utilizando la mezcla de todos los
microorganismos 3° dia.

Metabolito utilizando una mezcla de todos los microorganismos 3° dia
T. Retencion Compuestos

2:56 2-cilcohexe-i-ona, 3,5,5 trimetil (alfa isoforona)

3:53 1,3,5 triclorobenceac

10:28 Decanc

12:06 1,2,3, tricloro-4-nitrobenceno

303|234, tcloroaniina

13:56 2,34 triclopoanihina

14:49 4,5-dimetil l-ac'nano

15:22 Ac. Bencendicarboxilico di-doctil ester

16:33 2,6- dimetil decano

19:27 3-etil-2metil hexano

19:46 4,5-dimetil nonane

20:59 5,6-dimetil decano

22:15 4,5-dimetil nonano

23:03 bis(2-metoxi etil) ester -Ac. bercendicarboxilico

24:55 decano

2529 Ac. bencendicarboxilico didoctil ester

26:31 5-etil--nonene

26:39 4,5-dimeti! nonano

2730 1-decene e 4-dimetil

28.06 bis(2-etil hexil) ester -Ac. hexadenoico

30:58 decano

36:25 23,44, Gpenta CB

3857 Ac. bencendicarboxilico didoctl ester

Fig. No. XIV-53.- Metabolitos generados en ¢l biensayo utilizando una mezcla de todos los microorganismos a] 3°
dia.
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Fig. No. XIV-54 .- Cromatograma de los metabolitos generados al 7° dia en el bicensayo utilizando una mezcla de
todos los microorganismos.

Tabla. No. XIV-31.- Tiempos de retencion y metabolitos generados en el bioensayo utilizando la mezcla de todos los
microorganismos 7° dia.

Metabolito utilizando una mezcla de todos los microoganismos 7° dia
T. Retencion o . Compuestos”

3.08 3,53, timetil ciclohexa-2-en | (alfa soforona)

410 1,24 triclorobenceno |

4:49 12,4 triclorobenceno

10:47 4,5 dimetil nonano

1221 1,2,3, tricioro-4+nitrabericeno

13:33 1,3,5 tricloro-metoxibencenc

13:44 tetradecano

1415 2.4 5 tricloroaniling

14:46 4,5-dimetil notsano

15:04 4,5-dimetil nonano

15:17 4,5-dimeti] nonano

15:35 4,5-dimetil nonano

16:45 2,6,10,15 tetrametil heptadecano

[9:36 4,5-dimeti] nonano

19:55 2,6 dimetildecano

20:53 6-metil heptanol-1

21:07 4,5-dimetil nonano

21:27 2-butil- octanol-]

222 4,5-dimetil nonano

23:09 bis(2-metil propil) ester -Ac. bencendicarboxilico

25:0] 4,5-dimeti! nonano
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25:34 2-metil -heptanol-1

26:35 bis{2-metoxi etill) ester- Ac. bencendicarboxilico
26:43 2 4-dimetil -decene-1

27:34 4,5-dimetil nonano

7810 Ac. adipico (Ac. iexanodioico gioctl] ester)
30.06 3-etil-2-metil hexano

310! 2-sec-butil ciclopentanona

TR Y 3T, 56eaaCB

32:04 2-sec-butil cicloPemmon-a

32:39 4,5-dimetil nonano

33:09 227, 30, 5 6 hexa LB

3424 27,34,56exaCB

35323 22,34,45,6eptaCB

36:22 2.4,6,8 tetrametil-1 -undecane

3825 Ac. Adipico dioctil ester (hexanodioico dioctil ester)
44:53 bis(2-etil hexil) ester- Ac. bencendicarboxilico

Fig. No. XIV-55.- Metabolitos generados en el bioensayo utilizando una mezcla de todos los microorganismos al 7°
dia
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Fig. No. XIV-56.- Metabolitos generados en el bicensayo utilizando una mezcla de todos los microorganismos 1°, 3°
y 7°dia

Como se observa, los congéneres pentaclorobifenilos son biodegradados completamente
en el ensayo utilizando la mezcla de todos los microorganismos; los congéneres hexa y
heptaclorobifenilos son biodegradados al tercer dia de tratamiento sin embargo, vuelven aparecer
al séptimo dia aunque en una pequefia concentracion,

Los compuestos cloroanilinas tienden a ser biodegradados sin embargo, los compuestos
cloro y nitrobencenos tienden a acumularse en el medio conforme transcurre el periodo de
tratamiento.

Los trabajos de biodegradacion de BPCs desarrollados hasta el momento, han sido
realizados utilizando cepas puras de microorganismos y con isémeros sencillos. Sin embargo,
cuando se trabaja con mezclas de isémeros, el proceso de biodegradacion se complica. En el
presente estudio se consideré necesario abordar €l tema aprovechando toda la informacion
generada por los diferentes autores sobre la seleccion de diferentes cepas capaces de degradar
BPCs y la posibilidad de utilizar reactores de biomembrana como tecnologia de punta,
complementando el proceso con un pretratamiento de aminacion de la molécula.

En la investigacién, los procesos quimicos y biolégicos en conjunto, representan un nuevo
interés tecnolégico, ya que supone el vencimiento de uno de los mecanismos que limitan la
ruptura enzimdtica de este tipo de compuestos que reducen la eficiencia de los procesos de
tratamiento biolégicos actuales. Sin embargo, es imprescindible realizar un andlisis detallado de
todos los mecanismos enzimdticos del proceso para poder trabajar con tecnologia de
biomembranas para la eliminacion de BPC de una manera fiable y eficaz.

XIV-58




Capitulo X1V Andlisis de Resultados y Discusiones

14.11.5. Andlisis del tratamienito ‘en'los bioensayos

Al realizar la comparacion de los metabolitos obtenidos en cada uno de los bioensayos, se
observa que existe una marcada diferencia en el nimero de componentes generados al primer,
tercer y séptimo dia del tratamiento de biodegradacion en los cuatro bioensayos.

Si bien, la mayor parte de los tetra, penta y algunos isomeros de hexaclorobifenilos son
biodegradados rapidamente segiin se muestras en la tabla XIV-32. Un pequefio porcentaje de
estos compuestos permanece inalterado en concentraciones que varian con el periodo de
tratamiento; algunos isémeros de hexa, hepta y octaclorobifenilos se degradan muy lentamente
durante periodos de tiempo superiores a 5 dias, pero generalmente permanecen inalterados. Los
compuestos clorobenceno y cloronitrobencenos son biodegradados en diferentes proporciones
dependiendo del tipo de microorganismo. Sin embargo, los compuestos cloroanilinas son
biodegrados rapidamente en los cuatro bioensayos realizados.

Se ha podido constatar, que parametiros como ¢l pH y la temperatura en los bioensayos
afectan considerablemente el proceso de biodegradacion. Al inicio del tratamiento aerobio, la
degradacion es muy lenta en todas las temperaturas ensayadas (24, 26, 28 y 30°C)
incrementandose considerablemente a medida que progresa el perfodo de tratamiento, siendo la
temperatura 6ptima 24 °C para el proceso; la velocidad de degradacién se incrementd en el
bioensayo superandose el 60 % de degradacién final de los BPC. La tabla XIV-33 presenta los
parametros determinados en los biensayos. Aunque la biodegradacion de ios BPC aminados fue
igualmente efectiva en las condiciones ensayadas, resulté mas lenta que la correspondiente a la
del reactor aerobio.

Tabla No . XIV-32.- Metabolitos organoclorados detectados en los bivensayos.

Mezcla debacterias S L
1° dia 3% dia 7° dia
1.2 3-tricloro-4-nitrobenceno 1,2 4-triclorobenceno
2,3 ,4-tricioroanilina 1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno
22°, 34, 4°5-hexaclorobifeniio 22, 34, 4'5-hexaclorobifenilo

Phanerochacte chrysogporium : )

1°dia 3 dia 7 dia
1,3,5-triclorobenceno 1,2,4-tricloro-5-nitrobencene 337, 44°, 55-hexaclorobifenilo
1,2 3-tricloro-4nitrobenceno 337, 44°, 55 -hexaclorobifemio
2,3 4-tricloroanilina
22°, 34.4°5-hexaclorobifenilo
22, 34, 56, 6 -hexaclorobifenilo
227, 34, 4'5, 6-heptaclorobifenilo

1° dia 3° dia 7° dia
2,3 A-tricloroamiina
22°, 34, 45" -hexaclorobifenilo P

Mezcla de todos los microorganismos

1° dia

3° dia

5= dia

1,2, 4-tricloro-5 -nitrobenceno

1,3,5-triclorobenceno

1,2 4-triclorobenceno

24 S-tricloroanilina

1,2.3-tricloro-4-nitrobencenc

1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno

22°, 44, 6-pentaclorobifenilo

2,3,4-tncloroanilina

2,4 5-tricloroanilina

22°, 34", 5" 6-hexaclorobifenilo

22', 44', 6-pentaclorobifenilo

22°, 34°, 5'6-hexaclorobifenilo

22", 33", 46 -hexaclorobifenilo

22’, 34, 4’5 6-heptaclorobitenilo

22, 34,4°5 6-heptaclorobifentlo
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Tabla No. XIV-33 .- Pardmetros determinados en los bioensayos con exiraccion de metabolitos.

Micracrganismo Fecha pH OD mgll | Clorures (mpAl] |
Phanerochaete chrysosporium 17 Junio 6.3 1.9 -
Mezcla de hongos 17 Junio 6.3 7.9 836
Mezcla de bactenas 17 Junio 7.0 7.9 --
Mezcla de todos los microorganismes 17 Junio 12 19 184.3

7.9
Phanerochaelte chrysosporium 19 Junio 6.3 79 694.8
Mezcla de hongos 19 Junio 6.3 7.9 439.5
Mezela de bacterias 19 Junio .1 18 354.5
Mezcla de todos los microorganismos 19 Junio 7.1 7.9 340.3
Phanerochaete chrysosporium 22 Junio 6.4 1.9 3970
Mezcla de Hongos 22 Junio 6.2 7.9 482,1
Mezcla de bacterias 22 Junio 7 7.9 354.5
Mezcla de todos los microorganismos 22 Junio 7 79 387.8

14.12. DESCRIPCION DE LOS REACTORES

En los estudios de biodegradacion, se emplearon reactores de biomembrana para el
soporte de la biomasa construidos con fibras tubulares de silicona en el reactor aerobio y de
polipropileno en el reactor anaerobio. Ambos reactores operan en flujo discontinuo durante el
proceso de biodegradacion, utilizando BPC aminado como unica fuente de carbono y nitrogeno.
Al reactor aerobio (expresamente contruido para este fin), se le conectaron ademés, equipos para
medir pH, temperatura, oxigeno disuelto y didxido de carbono en continuo (figuras XIV-57 y
XIV-58).

Fig. No. XIV-57.- Detalles del reactor nerobio

En el reactor anaerobio, se aprovecharon la estructura y biopelicula anaerobia desarrollada
sobre las membranas del reactor previamente contruido por Céceres (1996) y utilizado por
Castillo (1998) para la eliminacién biologica de fosforo en agua residual urbana.
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la pnncspal caracténéﬁca de e?‘e reactor, €s que permite extraer ¢l soporte de las
membranas en conjunto para realizar determinaciones y lavado de la biopelicula. Las figuras
X1V-59 a la XIV-60 muestran los detalles del reactor anaerobio.

Fig. No. XIV-58.- Equipos de monitoreo de pH, temperatura y O; disuelto del reactor aerobio
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Fig. No XIV-60.- Detalles del Reactor anaerobio con soporte extraible
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14.13. DESCRIPCION'® ‘DE " LAS*BIOPELICULAS DESARROLLADAS EN LOS
REACTORES

El desarrollo de 1a biopelicula en el reactor aerobio, se realiza aproximadamente en 12
dias, pero se decidié mantener el crecimiento por 5 dias mas para asegurar la colonizacion
completa de la membranana.

Durante la determinacién del espesor de la biopelicula aerobia en el transcurso de la
experimentacién, se observa un incremento proporcional con la edad de la biopelicula con rangos
desde una capa muy ligera de 0.5 mm al incio hasta 2.7 mm aproximadamente, de coloracién
marrdn claro a los 17 dias.

La biopelicula, es sumamente sensible a la turbulencia producida por incrementos en los
sistemas de mezcla y oxigenacion del reactor, lo que provocd el desprendimiento masivo de las
membranas de silicona una semana después de estar operando. Sin embargo, la poblacion de
microorganismos recuperan su actividad de crecimniento con relativa rapidez en un periodo de 3
a 5 dias. Es importante hacer notar, que existe también biomasa en suspensién en el licor de
mezcla del reactor que interviene activamente en €l proceso de biodegradacién.

No ha sido posible determinar caracteristicas como la densidad, concentracién de sélidos,
volumen y peso de la biopelicula debido a que para su determinacitn, el disefio del reactor
aerobio no permite la extraccion de muestras de biopelicula.

El pericdo de desarrolio de la biopelicula del reactor anaerobio, ha sido de 9 dias hasta
que las membranas se encontraban completamente pobladas con un espesor promedio que oscila
entre 3.5 a 4 mm de coloracion pardo intenso (figura XIV-61).

Fig. No. XIV-61.- Detalles de la biopelicula en el reactor anaerobio

e L R R
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La biopelicula anaerobia, se encuentra fuertemente adherida a las membranas de
polipropileno, en comparacién a la biopelicula del reactor aerobio; aunque pueden existir
desprendimientos esporadicos durante la fase de lavado.

14.14. ANALISIS DEL TRATAMIENTO EN EL REACTOR AEROBIO

La tabla XIV-34 presenta los congéneres y concentracion a la cual fueron introducidos al
reactor para su biodegradacién.

Isgmero No, TUPAC" Congénere Conceniracidn (ppm):
2,2°44°,6 100 Pentacloro bifentlo 13011,92
227,33, 66' 136 Hexaclorobifenilo 38483,29
2,2'.3,3° 44 129 Hexacloro bifenilo 37702,15
2,244 6,6° 155 Hexacloro bifenilo 256700
2,2°44° 5,5 153 Hexacloro bifenilo 2567,00
2,2°,344°5 137 Hexacloro bifenilo 664045
223456 149 Hexacloro bifenilo 38888,27
22°33.5,6° 135 Hexacloro bifenilo 10957,55
2,2°.,3,44°.5.6 181 Heptacloro bifenilo 32133130
2.2.34.5,56 185 Heptacloro bifentlo 816361
2,233 44° 55 194 Octacloro bifenilo Sin cuantificar
2,2'33° 4466 197 Qctacloro bifenilo Sin cuantificar
22,03 44°5.6 195 Ogctacloro bifenilo Sin cuantificar

Tabla No. XIV-34 .- Congéneres de clorobifenilos (que no han sido aminados) introducidos a los reactores junto con
los congéneres aminados para su biodegradacion.

Los resultados generales de los analisis de biodegradacion en el reactor aerobio, permiten
observar que los BPCs aminados se degradan a mayor velocidad que los BPCs puros. Un
pequefio porcentaje es oxidado a compuestos de tipo clorobencenos, cloronitrobenceno y
cloroanilinas que se degradan posteriormente en el mismo reactor.

La evaluacion del efecto de la aplicacién del surfactante sobre el comportamiento de
biodegradacion de los BPC aminados en el reactor aerobio, se realizé mediante la determinacién
de la DQO en un periodo de una semana notandose un gran incremento en los valores, de lo cual
se infiere que los surfactantes son utilizdos como fuente de carbono por microorganismos.

14.15. CARGA ORGANICA APLICADA EN LOS REACTORES

El reactor de biomembrana aerobio, oper6 en flujo batch con una aplicacion de 20 m! de
BPC aminado (26 g) a una concentracion de 333 g/L de los isémeros de BPCs que no fue posible
que se aminasen. E! resultado de la biodegradacion ha sido de 12 ml (15.6 g) en un periodo de 45
dias. Teniendo en cuenta un 4rea especifica de las membranas (42 cm®), la carga organica
aplicada es de 137.56 g/m*.d y la carga eliminada es de 85 g/m’.d. Por lo tanto, ¢l rendimiento del
proceso es del 62%.

El reactor biomembrana anaerobio operd en las mismas condiciones que el aerobio. El
resultado de la biodegradacién ha sido de 10 ml (13 g) en un periodo de 34 dias. Teniendo en
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cuenta un érea especifica de las Thénibranas (0.094 m?), la carga organica aplicada es de 81.35
g/m’.d y la carga eliminada es de 40.6 g/m2d. Por lo tanto, el rendimiento del proceso es del
50%.

14.16. DETERMINACION DE METABOLITOS GENERADOS

El estudio de los resultados de los metabolitos generados es bastante complejo, debido a la
existencia de gran nimero de compuestos y la bajas concentraciones en que se encuentran
algunos de ellos en el medio mineral. La identificacion de los compuestos se llevd a cabo
mediante la comparacion de los espectros de masas de los metabolitos detectados con los
existentes en la libreria interna de la computadora de la "National Boureau of Standars Library".
Para su cuantificacion, las muestras han requerido de un procedimiento de preconcentracion en
rotavapor y purificacion en columna de florisil

Dado que los reactivos utilizados en el proceso de extraccion de los metabolitos
comprenden diversos grupos de compuestos, cabe suponer que las interferencias observadas en el
comportamiento de los metabolitos identificados se deben a algin tipo de interacién especifica
entre ellos, lo que influye de forma notable en el comportamiento cromatografico de los
subproductos generados en el estudio de bidegradacion.

14.17. METABOLITOS GENERADOS EN EL REACTOR AEROBIO

Las tablas XIV-35 a la XIV-46 presenta los principales compuestos formados de la
biodegradacion del BPC aminado en el reactor aerobio y sus respectivos tiempos de retencion,
Las figuras XIV-62 a la XIV-87 presentan los cromatogramas y graficas correspondientes de los
metabolitos generados en el reactor.
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Fig. No. XIV-62.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 1° dia.

Tabla No. XIV-35.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 1 dia.

Metabolitos generados en el Reactor Aeroblo al 1° dia

T. Retericion . " Compuesios:

3756 T34 tielomobencens —

10:30 2,6,10,15 tetrametil heptadecano

12:03 12,3 incloro-4-nitrobenceno

13:16 1,2%,3, tricloro-4 nitrobenceno

13:31 Hexatriacontano

14:28 2-butil octanol-1

14:46 4,6,8 trimetil nonene-|

15:00 2-butil octanol-1

15:19 Tetracontano

15:36 Hexacosano

15:45 eter decil vinil (decane 1-eteniloxi)

16:28 2,6,10,15 tetrametil heptadecano

18:25 bis(1 -metil propil} ester -Ac¢. hexanodioico

19:20 Hexatriacontano

19:38 2,6,10,15 tetrametil heptadecanc

20:37 Hexatriacontano

20:51 2-butil octanol-1

22:06 Hexatriacontano

22:53 bis(2-metil propil) ester -Ac. bencendicarboxilico

23:50 (2,4-dicToro fenoxi)-Ac. Acético
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pr T IZ,6.10 trimetil dodecanc

2517 Ac. bencendicarboxilico didodecil ester

26:27 Teteadecano

2718 23, 54,6 penta CB

2836 23,34,6pentaCB

29:58 22,34, 45 hexa CB

055 |2 304AnheacB

31738 337,33, 4°5 hexa CB

32:18 Hexatrniacontano 7

32:46 33,447, 55 hexa CB - : -
EERY] B4 55 B e CB . —
3357 72, 34,45 hexaCB

34:12 Ac. Bendendicasboxilico butil fenil metil ester
3456 22 33,55 6 heptaCB

B35 |22, 3445, 6 hepta CB

3602 -  {23,34,45,5heplCB -

36:58 bis(2-ctilhexi) ester -Ac. Hexanodioico

3742 . 13.34,55, 6 hepta CB

3908 |23,34.55,6heptaCB

41:11 bis(2-etil heiil) %fe; -Ac. bencendicarboxilico )

Fig. No.XIV-63- .- Metabolitos generados en el Reactor Aerobio al 1°dia.
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Analisis de Resultados y Discusiones Capitilo XIV

3!'1:70(:; tlm2min; R1=4C/min; T2=285C; t2=10min

L

T15'00 20300  25:00 30100  35:00  40:00

Fig. No. XIV-64.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 2° dia.

Tabla No. XIV-35.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 2 dia.

Metabolitos generados en el Reactor Aaerobio af 2° dia

T. Retencion " Compuestos:

3:54 1,24 triclorobencenc .

16:27 2,6,10,15 tetrametil heptadecano

159 -11.2,3 tricloro-4-nitrobénceno

1333 3.6.10,15 lelrametil hepiadecano

B33 1,3,5 triclore-2-nitrobenceno

13:;28 2-metil hexadecano (

14:09 2-hexil, |-decanol

14:27 2-butil 1-octanol

14:43 2,6,10,15 tetrametil heptadecano

14:59 Tetracontano

15:17 Hexatriacontano

15:35 Tridecano

15:44 2 metil |-dodecil

16:08 2-butil I-octanol

16:27 Hexatriacontano

17:56 Hexatriacontano

18:23 bis(2-metil propil) ester -Ac. hexadenoico

19:21 2,6,10,15 tetrametil heptadecano

19:34 2,6,10,15 tetrameti] heptadecano

20:38 Tetracontano
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Capitulo XIV Andlisis de Resuitados y Discusiones

1 . 220:51 . . . [2,6,10.15 tetrametil heptadecano
22:07 Hexatriacontano
22:53 bis (2-metil propil} ester -Ac. 1,2 bencendicarboxilico
24:45: Hexadecano
25:16 Ac. 1,2 bencendicarboxilico butil octil ester
2718 227,44, 6 penta CB
835 227,44 S peata CB
79:57 227,33, 44 hexa TB
30:54 227,33, 44 hexa CB
3105 37 34,4 5 hexa CB
31:27 272, 33, 44, hexa CB
32:47 Hexatriaconktano
3245 33,40, 355 hexa CB
3319 33,94, 8°5, 6 hepta CB
33156 37,34, 45 exaCB
34:10 bencil butil phatalato
3357 237,33,55. 6 hepa B
3570 1,77, 55 6 e OB
3558 727,33, 55, 6 hepla CB
36712 32,33, 55, 6 hepta CR.
36:45 bis(2-metil hexil) ester -Ac. hexadenoico
3735 22733,55, 6hepla CB
38:56 J'f',asf, 55,6 Hepm CB
3943 22,37,45, 66 Octa CB
40:40 bis(Z2-metil hexil) ester -Ac. bencendicarboxilico

Fig. No XIV-65.- Metabolitos generadops en el Reactor Aerobio af 2° dia.
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Andlisis de Resultados y Discusiones Capitulo XIV

Tim70C; tim2min; R1=4C/min; T2=285C; t2=10min

Fig. No. XIV-66.- Cromatograma de las metabolitos generados en el reactor aerobio al 3° dia.
Tabla No. XIV-36.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobio ol 3 dia.

Metabolitos generados en el Reactor Aerobio al 3° dia
7. Retencidn T Compudstas:
306 T34 nclorabengens
1039 Z6,10,13 tetrametil hepiadecan
1137 1,2,3 tictoro- 4-nitrobenceno
12:11 1,2,4 tricloro- 5-nitrobenceno
12:31 1,24 tricloro- S-nitrobenceno
1334 T.2.3 Wcloro- A-Aoboncend
16:36 2,6,10,15 tetrametil heptadecano
18:34 bis(2-metil propil) ester -Ac. hexanodioico
19:27 hexadecano
206587 tetracontano
221 2,6,10,15 tetrametil heptadecano
22:59 Ac. 1,2.-bencendicarboxilico butil 2-metil propil ester
S22 T [T Setea R LT o
2451 Hexatriacontano — -
25:27 Ac. 1,2.-bencendicarboxilico buni} 2-metil propil ester
26:33 Tetracontano
77:26 227,44’, 6 ponta CB
7833 357 44", 6 ponta B
28:43 237,44, SpentalB
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Capitulo XIV Andlisis de Resultados y Discusiones

A [ A pea CB _
30:06 33,44, 55 hexaCB
3076 [21.44 5 peataCB
31:06 23,34, 55 hexa CB
KIHE 22", 34,55 hexa CB
31:48 2%,34,4 5 texaCB
3250 T334, 55 hexa CB
13:16 23, 4%, 66 hexa CB
3340 [22,34,56,6 hepla CB
3353 - |27, 34,56, G hepra CB
34:26 27,44, 66 Texa CB
34:50 27,34, 36,6 heplaCB
3537 737,34,4°5, 6hepta CB
36:48 217,34,45,6hepta CB
38:55 33, 34,4 5, 6tepta €8
3%:55 37,34,4'5, 6 hepla CB
40:54 122,33, 44,55 0cta CB
5306 7393, 4%, 56 0c CB
AT [22,35, 0435 oo CB

[ s

El.,f-f‘w%‘am—i Eaw

Fig. No XIV-67.- Metabolitos generados en el Reactor Aerobio al 3° dia.
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Andlisis de Resultados y Discusiones

Fig. No. XIV-68.- Cromatograma de los metabalilos generados en el reactor aerobio al 47 dia.

Tabla No. XIV-37.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobio 4 dia.

Metabolitos generados en el Reactor Aerobio al 4" dia

T. Retencign

“Compuestos:

517

3 bath Giidro 2(3H)-furanona,

R:01

dihidro 5 pentil 2(3H}- furanona

11:46

2-ridecanona

15:46

Ac. 1,2 bencendicarboxilico dodecil ester

15:50

24ridecanona

16:14

-(etiloxi)hexadecano

16:2¢

2-butil {-octanol

i7:29

5 butil dihidro 5 butil dihidro 2(3H)-furanona.

18:19

bis{2-metil propil)ester ~Ac. hexadecanoico

18:48

2- pentadecanona

19:16

2,5,24 trimetil tetracontano

22:04

Tetracontano

22:52

bis(2metil propil) ester -Ac 1,2 bencendicarboxilico

24:22

2-nonadecanona (metil heptadecil ketona)

24:43

Pentatriacontanc

25:15

bis(2metil propil) ester -Ac 1,2 bencendicarboxilico

27:18

Tritetracontana

28:47

3-metil, 2,6-dioxo Ac. 4-hexanoico,

29:28

S-hidroxi delta lactona -Ac. Octadecanoico

29:49

Pentatriacontano
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Capitulo XV . SR Andlisis de Resultados y Discusiones

3% 22,34, 55 nexaCB

32:20 Tritetracontano

32:47 7,34, 66 xaCB

33:59 27,44 ,66 nexa CB

34:52 Octadecano

3500 72, 34,4'5,6 hepta CB

35:45 Ac. Octadecanoico butil ester

3603 27, 34,4°5, 6 hepla CB

T7AT [2.34, 56,6 hepaCB <
40:40 di- N- octy] phtalato.

Fig. No XIV-69.- Metabolitos generados en el Reactor Aerobio al 4° dia.
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1T1=70C; t1=2min; R1=4C/min; T2=285C, t2=10min F
3 E1.2E6

FW

1,186

£ 1,086

9. 6KS

E 9. 085

g, 3ES

F 7. 685

6. 95

| 6. 225

5, 5ES

4. 885

4. 188

£ 3. 485

2,685

£ 2,185 |
i 1,485 |

h TR TR

Eo.omo |
T15: oa Ti0t00 | 25100 30i00  35:00  40:00  45:00 ,

Fig, No. XIV-70 .- Cromatograma de los metabolitos generados en el rector aerobio al 5°dia.

Tabla No. XIV-38.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobjo al 5 dia.

Metabolitos generados en el Reatcor Aerobio al 3 dia
T.Relencign ' 3 f%mmusﬂbsguuﬂwubs
X R | K tric!ombmmo A
10:38 Hcpladecano
f2:08 1,2,3 tricloro-4-nitrobenceéno . - - .
12:32 I-hexadecanol 2-metil
13:22 1,3,5 tricloro 2-nitrobencena -
13:37 Hexadecano
14:19 Tridecano]
14:53 G-etil, 2-.etil octano
15:21 Ac. 1,2 bencendicatboxilico dietil ester
16:35 Hexatriacontano
18:31 bis(2-metil propil) ester-Ac, Hexanodioico (acido adipico)
18:58 Oxireno (cetoxometil)
19:27 Hexatriacontano
22:11 Hexatriacontano
22:58 bis{2-metil propil) ester -Ac. 1,2 bencendicarboxilico
24:00 1,12~ dihidro oxi-octadecano
24:51 Hexatriacontano
27:26 o227, 45, 6'penta CB
28:41 23,3°4,6 penta CB
29:37 Undecanol
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Capitulo X1V . ) ’ Andlisis de Resultados y Discusiones

3103 32,35, % beasCB

338 . 22,33, 40, hoxa GB.

3236 33,44, 55hexa CB

3301 27, 44", 66 hexn CB

3331 22°,34,4'5, 6 epla CB

34:14 337,44, 55 hexa CB

3519 727,37, 35, 6 hepa CB

36:33 - |22,33,55,6heptaCB

3817 (23,34, 55,6 bepaCE

358 |2,33,55, 6hepRCh

W45 . [22.33,44,5508CB T
42:15 - big(2-metil ;;roﬁii) ester- Ac. 1,2 bencendicarboxilico

504

O

Fig. No.XIV-71.- Metabelitos generados en el Reactor Aerobio al 5° dia
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F1e4(C; t1=dnin; R1m10C/Min; T2=270C; € 220mir

15:00 20100 2500 30:00 35100 40100

Fig. No. XIV-72.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 7° dia
Tabla No. XIV-39.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 7° dia.

Metabolitos generados en ¢f Reactor Aeroblo 7° dia
T, Retencion . Compuerto
133 354 6-pentameti hoptano
7.01 3,5,5-trimetil-2-ciclobexen-1-ona
7:21 1,1,-dietoxi-2metil propano
8:09 1,2,3~triclorobencerio L S
45 1,2,3triclorobenceno D T s
9:00 acido octanoico
10:33 acido nonanoico
10:47 Tetradecano
10:52 1-eteniloxi-decano
10:59 3,7,11-trimetil-1-dodecanol
11:07 2-butil-1-octanol
111 Tetradecano
12:14 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano
13:00 11,2, 3-mcloro-d-nitrobenceno . - .o
5|3, nclom 2-mimbensamo. - 1
54 {23 A-icloroaniing. I P
%51 26,10, S-tetramenl-hepladecano
15:14 4-fluoro-3-hidroxi-acido benzoico
5:39 bis,(2-metilpropil)ester acido hexanedioico
16:04 3-metil-5-propil-nonano
17:13 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano
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Capitulo X1V Andlisis de Resultades y Discusiones

17:34 1,2-acido bencendicarboxilico
18:19 Tetratetracontano

18:34 didodecil ftalato

19:01 acido hexadecanoico

1533 IT A4 Gpenta(CB)

20:05 23,44, 5-penta(CB)

3641 223346 hea(CB)

21:05 22 34 5.60exa(CB)

2120 27 345 S-hexa(CH)

) C R P T = e

2216 327337 5,5 6 heptalCHY

7998 32 34,5 6 hexa(CB)

255 32 3,4,4,5,6-hepia(CB)

337 [52 344 56 hepialCB)

23:51 acido hex:;nc-)dioico

A3 72 ,3.4,4 15,6 hepta(CB)

0 (22 348 S6hepr(CB) ,
530|223 AX 55 0cta(CB) e
3613 acido T 2-bencendicarborilico

3702 2,2',3,3‘;,4;45,-5,6'2-octa(C_B}

Fig No.XIV-73.- Metabolitos generados en el Reactor Aerobio al 7° dia.
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Analisis de Resultados y Discusiones Capitulo X1V

F1=40C: t1mdmin;R110C/min; 722 70C; t2=20

.36 #2;10

20000 | 25100

Fig. No, XIV-74.- Cromatagrama de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 11° dia
Tabla N, XIV-40.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en ef reactor aerobio af 11°dia.

Metabolitos generados en el Reactor Aeroblo al 11° dia
7. Relencidn | . ~Computin .

4:36 3;5,S-trimctil-z-ciclohexano—] -0na

T:04 3,5,5-trimetil-2-ciclohexano-1-ona

9:03 acido octanoico

10;36 acido nonanoico

12:17 tetradecano

13:40 acido fosforico

14:56 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano

15:17 nonadecan-amina- 10

15:44 acido hexanodioico

16:07 heptadecano

17:16 teimatetracontanc

17:39 acido 1,2-bencendicarboxilico

1839 phtalato bis(2-metoxietil)

19:27 nonadecanc

20:32 hexatriacontano

I G 0 Y o

2140 héxat'ﬁacdnwno

201 TI3A5 bhexa CB

T BT AR 5 OB

3352 223,44 ,3.6hepta CB
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Capitulo XIV Andlisis de Resultados y Discusiones
f - ——— - 3

' 23:37 2.2 344 ,5,6-hepta CO
26:14 acido phtalico

M35

T1=40C; t1=dmin; RI=10C/ min; T2=270C; £2=20min
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Andlisis de Resultados y Discusiones

Capitule XIV

Fig. No. XIV-76 .- Cromatograma de los metabolitos generados en ¢l reactor aerobdio al 13° dia

Tabla No. XIV-41.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 15° dia.

Metabetitos generados en el Reactor Aerobio al 15" dia
T.Retancidn "Compuesio
6:59 3,5,5-trimeti1-2-cicloexano- [-ona
i 5¥) . L& A-triclorohéncano
. T3 Hlomobenseno »
10:14 2-etenil-1,3-dioxolano-4-metanol
10730 tetracosano
10:52 2-butil-1-octanol
10:59 6-metil-1-etanol
11:07 1-fluoro-dodecano
1113 nonadecano
11:20 2,6,11,15-tetrametil hexadecano
12:16 hepladecano
1306~ |I23ifckrod nitrobencesio 1
13:34 ' Eetraco‘st;m‘ h
13:30 tributil ester actdo fosférico
14:09 tetracosano
14:53 2,6,10,15-tetrametil heptadecano
15:41 bis(2-metil propilester cido hexanodiddico
16:13 tetracosano
16:43 tetracosano
16:35 1-metil-3,5-bis(trimetil sililyoxjbenceno
17:13 letracosano
17:23 2,5-dimetil, ac. Bencenbutanoico
17:37 bis(2-metil propiljester],2-acido bencendicarboxilico
17:42 9,10-didehidro-19-norretinal
17:55 metili dinetris(oxi)tris-butano,,1°,1"7
18:37 diisooctil ester],2-4cido bencendicarboxilico
19:04 tetracosanc
19:26 2,6,10,15-tetrametil heptadecano
20:30 hexatriacontano
20:56 2,6,11,15-tetrametil hexadecano
W23 T ARA Bk CB
2138 ‘ ‘ﬁ{ctracont‘a;\;— = =
22:52 3,5,24-trimetil-tetracontano
24:18 - |42 344 5,6-Hepta CB
614 ~To Tendeciiy coter 1.3-5oido bencendicarboxiico
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Capitule X1V

Andlisis de Resultados y Discusiones

_3.3E7
TI1=40C; t1xdmin; R1e10C/min,; T2-27DC,'t2==20u.in-3 -1E7
2. 9K7
£ 2. 687
L2.6E7
£ 2. 587
2. 387
2. 187
t2. 087
1.0K7
F1.687
587

.1E7
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Andlisis de Resultados y Discusiones Capitulo XIV

Fig. No. XIV-78.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor aerobio af 21° dia

Tabla No. XIV-42.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 21°dfa.

Metabolitos genrados en ¢ Reactor Aerobio al 21° dia

T.Retencldn Compuesto
450 Dodecano
6:56 3,3,5-trimetril-2-cicloexano-1-ona
7:18 3-(4-clorofenil}-3-butenil-oxi-trimetil-silano)
8:07 1,2,3-triclorobenceno L
543 12,3-iriclorobenceno '
10:12 1,}-dietoxi-pentano
12:14 n-hexatriacontano
12:32 1.24-tricloro-S-nitrobenceno .. . .
1300 . l-%ﬁﬂuiclor‘o-ﬂ-nitmbemmomg“ o i
13:07 ciclo dodecano ’ — ! )
13 L2 3-vcloro-d-nitobenceno 7
T3:28 Tbutt] ovter &oido fostorice
337 | [2A-Fcloroaniina - 1
14:23 dietil Ralato
14:35 2,6,7-trimetil decano
14:51 n-hexatriacontano
15:39 bis(2-metil propiljester dcido hexanodidico
16:04 tritetracontano
17:13 tetracontano
17:37 bis(2-metil propil)!,2-4cido bencendicarboxilico
17:58 hexadecanoi-1
18:06 butil-octil- ester- 1 -acido bencendicarboxilico
18:36 ester butil glicolato dcido ftalico
19:33 2.2 4,4 Gpenta CB
20:05 2,34°,5,6-penta CB
20:11 1-nonadeceno
20:42 3,3°44°55-hexa CB - J
207 |22 ,3,8,5,5 hexa CB. \
0T |58 35,58 -hexa CB -
21:22 22,3455 hexaCB- . - .
P ECT S K Y e Yol S
T B AT G hepaCE
732 BT 7455 hena CB s A
T TS S hepla CB
TE P2 AT S5 b HepmCh . P
W23 229735 GhepaCB .,
W S G B '
2508 |22, 44,58 -0cta OB ¢+ ¢ A
616 [bis(-ethexil) fakato —

I R
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T1x40C; tl=dmin; R1=10C/min; ¥2=270C; t2=20mi

15:00
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Andlisis de Resultados y Discusiones Capttulo X

Fig. No. XIV-80 .- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 27° dia

Tabla No. XIV-43.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 27° dia.

Metabolitos generados en el Reactor Aerobio al 27° dia

T, Ralencién Compussto- - .
7105 3,5, 5-trimetil-2-ciclohexano
7:26 (2-etoxidacido acético
_BIT IQSWEWWM' ce
8:52 i 3 S-tnclombeueuo e
10:19 2, S-dnhldm—Z S-dlmetom—ﬁlrano
157 4-metil-2-undecano
P1:04 tridecanol
11:12 1,1,3,4-tetrametil-ciclopentano
12:20 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano

13067 |h23-incloro-4-nitrobenceno |

134) 113 S-iicioro-2-nrebencent
I T3 3-ricloro-3-trabencens
12:53‘ 2 ,6,10,15- tetramet|i~heptadecano =

15:45 bis(2-metilpropiljester cido hexanodidico

16:09 heptadecano

17:18 hexatriacontano

17:30 tmiristato isopropil

17:39 1,2-4cido bencendicarboxilico

18:23 pentadecano

18:41 bis(2-metoxietil) ftalato

19:28 nonadecano

20:32 octacosano

T |22 A4 hexa Gl - 5
2] :40n hexatriacontano

T00 - (5L S Ak 5 hoxe OB
2735 T3 3445 hexa CB

22:53 hexatriacontano

23:02 2,2°34,4°.5,6-hepta CB
7359 [Aoido hexanodioico
24:20 Tricosano

26:19 diisoctilester-1,2-4cido bencendicarboxilico
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Analisis de Resultados y Discusiones

LI<40C; t1=dmin;R1=10C/min;T2=270C; t2=20min

3,73

28,68

.. ieks
2,60 1,68 0,39 1,84

Fig. No. XIV-82.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 32° dia

XIv-85
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Tabla No. XIV-44.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 32° dia.

Metabolitos generados en ¢ Reaclor Acrobie al ¥2° dia

| T. Retencidn < Compugsto
T:00 3,5,5-trimetil-2-ciclohexanona
T:20 3-(4-clorofenil)-3-butenit-oxi-trimetil silano
g:11 T35 rclordbitentlo 77
T4 1,2, 3-triclorobitenilo = 7
I0:15 Trans-A-Fdroxi-3- metll ac. undecanélco ]
lactona
10:48 hexatriacontano
11:57 26,1 i-trimetil-dodecano
12:17 hexatriacontano
13:04 hexatriacontano

337 1.2,3-trivlproA-nlrobende] 2
143 lﬁa-tdﬁ?hmmi!@m#

14:54 3,6,10,15- tetramenl-hepladecano

15:42 bis(2-metiipropil)ester 4c. hexanodidico

16:06 tetratetradecontano

17:15 tritetracontano

17127 isopropil miristato

17:38 bis(2-metilpropil)ester-1,2-ac
bencendicarboxilico

18:02 1-pentadecanol

18:38 butiloxil ester-1,2-4c. bencendicarboxilico

19:02 #cido hexadecandico

19:27 tetratetradecontano

2124 2,2'34°.5 '.ﬁ*ﬁm CB

2138 THieiracontanc =

22:12 bis(2-metoxifenildisulfuro

22:30 bis-1,benzotiofenobenzo

23:07 acido oléico

23:50 bis(2-etilexilester acido hexanodidico

2416 2,3 ,3,4,4,5,6-hepta CB

26:08 Diisoptilesterl-l,z-éc. Bencendicarboxilico
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1.927 |
P1=40C; t1=4min; R1I=10C/min; T2=270C; t 2=20min 1. 787

1.6€7
1.587
1.4E7
1.3E7
1.287

1.1E7
1.0E7
3.5E6
8.6E6
7.6B6
6.7B6
5.786
4.88¢
3.886
2. 9E6
1.986
8.5E5
G.0E0

Fig. No. XIV-84.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 37° dia
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Andglisis de Resultados y Discusiones

Capitulo XIV

Tabla No. XIV-45.- Tiempas de retencion de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 37°dia.

Metabolitos generados en el Reactor Aerobio al 37" dia

1. Retencion Compuasto”
4.54 Decano
6:59 3,5,5-trimetil-2-ciclohexeno-1-ona
.16 Decano
ER(N 1,3,5-triclorobenceno
TR | wiolorbencemo R
’ 9:i [ Dodecano ’ )
10:30 11-decil-tetracosano
10:47 Hexadecano
11:13 Tetradecano
12:16 Tetradecano
T [t Apebences
13:36 Z,S-dimét}l-letmdecano
14:38 2-metil, I~(1,]-dimetiletil}-2-metil-1,3-propanedil
ester dc. Propandico
14:53 Hexadecano
15:30 2-metil-hexadecano
15:41 bis(2-metilpropil)ester dcido hexanodidico
16:03 Tetratetracontano
17:14 Pentatriacontano
17:20 Tetratetracontano
18:21 Pentatriacontano
18:36 dibuti} fialato
19:04 4-hidrox1-4metil ciclohexanona
19:26 Tetratetracontano
23:57 dioctil ester acido hexanodidico
2729 bis(2-etilhexil) ftalato
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Fig. No. XIV-86.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 45° dia

Tabla No. XIV-46.- Tiempos de retencién de los metabolitos generados en el reactor aerobio al 45° dia.

Metabolitos generados en el Reactor Aerablo al 45° dia

7. Retencidn | Compuesio
4:55 decano
7:01 3,5,5-trimetil-2-ciclohexano-1-ona
T:18 undecano
8:11 1,2,3-iriclorobenceno .
9:13 dodecano (
10:54 2-hexil-1-decanol
11:01 2-butil-1-octanol
11:09 tridecano}
115 2,6,10,15~tetrametil-heptadecanc
12:16 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano

12:54 1,2,4-tricloro-S-nitrobincend. -
1305 . [1,24-ticloro-S-nitrobencenio .

13:41 tris(2-etil hexil)ester dcido fosforico

14:11 9-ciclohexil-eicosano

14:55 hexadecano

16:07 heptadecano

16:12 2,6,10,14-tetrametil-pentadecano

16:45 15,19-dimetil-tritriacontano

17:76 1-hexil-3-metil-ciclopentano

17:22 2,6,10,] 4-tetrametil-hexadecano

17:38 bis(2-metilpropil)ester-1,2-4cido
bencendicarboxilico

18:23 Hexatriacontano

18:39 dibutil ester 4c bencendicerboxilico

19:06 2,5-heptadecadion

21:35 2,2°,34°.5 6-hexa CB

21:40 Tritetracontano

2201 32345 bhexa CB

W0 2 AAASERepa OB T
I R T

2110 diisoptilester-1,2- dcido bencendicarboxilico
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Fig. No XIV-87.- Metabolitos generados en el Reactor Aerobio al 45° dia.

Fig. No. XIV-88.- Cuantificacion de los metabolitos generados en el Reactor Aerobio durante el periodo de
fratamiento.

Cuantificacion de metabolitos organoclorados en el Reactor Aerobio
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14.18. RENDIMIENTO DE LA BIODEGRADACION AEROBIA.-

La biodegradacién de la mayorfa de los congéneres de BPC en el reactor aerobio, ha
alcanzado un buen rendimiento considerando un periodo 45 dias de tratamiento introduciendo 20
ml de BPC aminado a una concentracion inicial de 13011.92 ppm pentaclorobifenilos,
137805.71 ppm de hexaclorobifenilos y 329494.91 ppm de heptaclorobifenilos y obteniendo 8 ml
de PCB aun sin ser biodegradado (en interior de las membranas) y una concentracién de 52.09
ppm de hexaclorobifenilos y 121,92 ppm de heptaclorobifenilos en el medio minerai (1.7 L) en el
recipiente del reactor. Los tetra y pentaclorobifenilos han sido biodegradados en su totalidad.

De esta manera, el rendimiento del proceso de biodegradacion aerobia de los BPCs que no
habian sido aminados es del 599 % para los pentaclorobifenilos, 56.78 % para los
hexaclorobifenilos y 56.85 % para los heptaclorobifenilos. Para los octaclorobifenilos no ha sido
posible realizar el rendimiento ya que inicialmente no ha sido posible su cuantificacién inicial.

Ahora bien, considerando como promedio un 58 % del rendimiento anterior y estimando
que un 90% de los BPCs aminados son biodegradados en el mismo proceso, el rendimiento neto
de biodegradacion en el reactor aerobio es 85.35 %.

Metabolitos Organoclorados Generados en el Reactor Aerobio

I*dia

2l ; -

i

T dim

1,2,4-triclorobenceno

1,2,4-triclorobenceno

1,2 4-triclorbenceno

22 ,34 55'-hexa CB

1,2, 3-trncloro-d-nitrobenceno

1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno

1,2,3-triciero<4-nitrobenceno

227, 44", 66"-hexa CB

23,34 6-penta CR

1,3,5-trciloro-2-nitrobenceno

1,2 4-tricloro-5-nitrobenceno

22°, 34, 4'5. 6-hepta CB

22°,34, 45 -hexa CB

227,44", 6-penta CB

22', 56-tetra CB

27, 34, 36, 6 -hepta CB

22',33°,44° -hexa CB

32°,44, S-penta CB

22744’ 6-penta CB

33°, 44" 55 -hexa CB

22,33, 44 -hexa CB

23, 44", 5-penta CB

33,3455 G-hepta CB

22',34, 4’5 -hexa CB

33,447, 55 -hexa CB

22,337, 55, 6-hepta CB

33°,44',55 -hexa CB

227,34, 55 -hexa CB

22', 34, 4'5,6-hepta CB

22', 34, 475,6-hepta CB

227, 34,4'5-hexa CB

37,34,4°5,5 -hepla CB

227,337, 55", 6-hepta CB

22°,44", 66"-hexa CB

23,3'4", 55" 6-hepta CB

22', 34, 56,6 -hepta CB

22°,33',45", 66 -octa CB

22°,34,4°5, 6-hepia CB

22,33, 44°, 55-octa CB

227,33, 447,56 "-0cta CB

§°diq

Pdld

o 1 da

15° dia

1,2,4-troclorobenceno

1.2,3-triclorobenceno

33,44, 55"-hexa CB

1,2 4-triclorbeneceno

1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno

1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno

227,34, 5'6-hexa CB

1,2 3-tricloro-4-nitrobenceno

1,3,5-tricloro-2-nitrobenceno

1,3,5-tricloro-2-nitrobenceno

22°,34,4°5, 6-hepta CB

22°, 34, 4°5-hexa CB

22,45, 6 -penta CB

2,3 4-incloroantlina

22, 34,475, 6-hepia CB

727,34, 6-perita CB

22", 44", 6-penta CB

22,33, 44"-hexa CB

22", 33’, S-penta CB

33', 447,55 -hexa CB

227,33, 46 -hexa CB

22, 44", 66'-hexa CB

22, 34°, 56-hexa CB

22°, 33", 35" 6-hepta CB

227, 33", 55°, 6-hepta CB

22',3'4",55",6-hepta CB

22, 34,45, 6-hepla CB

22°,3%,44°, 55".0cta CB

22°,33°,44° 55 -octa CB

22,33, 44', 56"-0cta CB

21°dia

o 27 din

)

37‘& ERR

{, 2,3-triclorobenceno

1,2,3-triclorobenceno

1,3,5-triclorabenceno

1,3,5-triclorabenceno

1,2, 4-tricloro-S-nitrobencenc

'y

I,3,5-triclorobencenc

},2,3-triclorobenceno

1,2,3-triclorobencenc

1,2,3triclor-4-nitrobénceno

1,2,3-tricloro<4-nitrobenceno

I.2,3-tricloro-4-nitrobenceno

1,2,3+tricloro-4-nitrobenceno
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2,4.6-tricloroanilina - - 1,2,5-tricloro-2-nitrobencene . .; | 227, 34", 5"6-hexa CB
37", 44", 6-penia CB 37°, 33", 44 -hexa CB 73" 34,475, 6-hepia CB
23, 4'5,6-penta CB 22°,34,4'5-hexa CB
337,447, 55 -hexa CB 22°,34,4°5,6-hepta CB 3" dia
22°, 34, 55-hexa CB 1,2,3-triclorobenceno
23.3'4,4'5° 6" -hepta CB 1,2 4-tricloro-5-nitrobenceno
22,133°,55, 6-hepta CB 227,347, 5'6-hexa CB
227,33 ,44°, 55" -0cta CB 2°3, 44", 5°6-hexa CB

22°, 34 45" 6-hepta CB

Tabla XTV-47.- Metabolitos organoclorados generados en el reactor aerobio durante todo el periodo de tratamiento

Como se observa, la tabla XIV-48 muestra los resultados obtenidos de la comparacién
de las tablas XIV-47 (congéneres de BPCs que permanecen entre los metabolitos organoclorados
en el reactor aerobio) y XIV-34 (congéneres de BPCs que fueron introducidos al reactor). En la
tabla se observa que los isdmeros 53 y 100 de los teira y pentaclorobifenilos son detectados en el
medio al 1° y 5° dia pero son degradados completamente en los dias suscesivos del tratamiento.
Sin embargo, durante este periodo de tiempo aparecen en el medio los isémeros: 99, 98, 103,
102, 97, y 83 de los pentaclorobifenilos, probablemente como productos de decloracién, pero de
igual manera, tienden a ser degradados durante todo el periodo posterior de tratamiento.

De los hexaclorobifenilos, los isémeros 129,153,149, 137 y 155 permanecen en el medio
durante varios dias del periodo de tratamiento. Aparecen ademas, los isdmeros 141, 169, 137, 147
y 168 como productos de decloracion. De éstos, los isdbmeros 155 y 169 son degradados al 2°y 5°
dia de tratamiento no detectandose en los dias sucesivos de tratamiento.

Los isdomeros 181 y 185 de los heptaclorobifenilos permanecen en el medio durante
varios dias del tratamiento, el segundo de ellos (185) es degradado al 5° dia de tratamiento y no
es detectado nuevamente; sin embargo los isoémeros 178, 183, 185, 186, 189 y 191 son detectados
en el medio como productos de decloracién, éstos tienden a ser degradados en durante el
transcurso del tratamiento.

De los isdbmeros octaclorobifenilos los nimeros 194 y 195 permanecen en el medio y
aparecen los isémeros 199 y 196 en el medio que son también declorados durante todo el periodo

posterior de tratamiento.

Congéneres de BPCS que permanecen en ¢l medio
mey‘m No. Hexaclorobifenilo | No. Heptaclorobifenito | No. Octaclorobifentlo | No.
IUPAC TUPAC FUPAC TUPAC .
22°,56-CB 53 22°33°.44°-CB 129 22°,3°'4,55",6-CB 185 22°.33° 44" 56-CB 195
L 22°.44° 55'-CB 153 227, 34,457, 6-CB 181 22° 33 ,44°, 55 -CB 194
Pentacloobifenilo | JUPAC | 22,34 5 6-CB 149
22°44°,6-CB 100 22°,344°5-CB 137
22°,44°, 66'-CB 155
Congéneres de BPCs formados como productos de decloracién
Pensaclerobi _TNo. Hexaclorobifenilo | No. Heptackirobifenilc | No. Octaclorobifenile | No.© -
IUPAC IUPAC : IUPAC > IPUAC.
22'44° 5.CB 99 227,34,55'-CB 141 23,34,4°55°-CB 189 227,337, 45,66-CB 199
22,34 6-CB 98 337,447, 55°-CB 169 22, 33,55, 6-CB 178 22,33, 44', 56-CB 196
22,4°5,6-CB 103 22°,34,4'5-CB 137 22°,3'44'5,5CB 189 -
227,45, 6-CB 102 227,347, 56-CB 147 227,34, 56,6-CB 186
22°,3°4,6-CB 97 23,44°,56-CB 168 23,34,4'5°,6-CB 191
22", 33", 5-CB 83 22°,34,45°,6-CB 183

Tabla No. XIV-48.- Congéneres de BPCs que permanecen en el medio y productos de decloracién generados en el
reactor aerobio.
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Resulta dificil realizar el anélisis comparativo de los resultados obtenidos en la presente
investigacion con los registros realizados por los diferentes autores, debido principalmente a que
los trabajos de biodegradacion aerobia reportados han sido realizados con isdbmeros de BPCs
puros; ademas de las diferencias en las condiciones aplicadas en el desarrollo de la investigacion.

Los resultados del presente trabajo confirman lo propuesto por Tiedje (1969), Ahmed
(1973), Ohmori (1973), Furukawa (1979) y Sylvestre (1982) sobre la degradacién de BPCs
utilizando las cepas de Achromobacter sp., Alcaligenes sp., Acinetobacter sp. y Avthrobacter sp.
sin embargo, en los andlisis de metabolitos generados del proceso de biodegradacion aerobio en
la presente investigacién, no se detectaron los compuestos benzoatos y clorobenzoatos por ellos
reportados.

Aunque existe un gran nimero de informes en la literatura (Furukawa, 1982; Kong, 1983;
Sylvestre, 1985) referente a la degradacion completa de los congéneres de BPCs de bajo nimero
de cloros (mono a tetraclorados) existe muy poca informacién concerniente a la evaluacion de la
mineralizacién de congéneres altamente clorados (penta a octaclorados) en tratamientos con
microorganismos aerobios; el problema de comparacién de resultados se complica aun mas
debido a que la mayoria de los trabajos existentes sobre biodegradacién de BPCs han sido
realizados utilizando un solo congénere de BPC vy un solo tipo de microorganismo. En la presente
investigacién la biodegradacion se realizd utilizando varias cepas de microorganismos y con una
mezcla de congéneres incluso isdmeros diferentes de penta, hexa, hepta y octaclobifenilos con
buenos resultados en comparacion a los estudios de Yagi (1980), Baxier (19959 y Kong (1983)
cOmo s¢ muestra a continuacion:

Referencia Tipo de BPCs Concentracion de PBC Porcentaje de
biodegradacion
Yagi {1980) Di-triclorobifenilos 0,05 % en peso 1° dia 80%; 3° dia 100%
. 0.25% en peso 1° dia 22%; 3° dia 29%
En co-metabolismo con 41% en peso 2° dia 70%; 6°dia 80%
bifenilos
Baxter (1995); Kong (1983) Aroclor® 1242 -eeee- 80% en 3 semanas; 95% en
100dias
Aroclor®1216 - 96% en 52 dias
En co-metabolismo con e 50% en 2 dias
4-clorobifenilo
Heméndez (1999) Mezcla de cor_:ggneres 54 % en peso 85% en 45 dias

Entre las prinicipales enzimas involucradas en el proceso de biodegradacién aerobio de
los BPC aminados se encuentran las oxidasas, mooxidasas, y peroxidadas inferidas por los
metabolitos encontrados en la determinacién cromatogréfica, No obstante, parece existir otro
mecanismo de oxidacion del anillo por enzimas nitrorreductasas y transaminasas; procesos que
deben ser cofirmados por estudios de enzimologia del proceso.

De acuerdo a los estudios realizados por Bedard (1986 y 1987), sobre la ruta de
biodegradacion de los organismos procariotas realizada por medio de enzimas 2,3-dioxigenasas y
las 5 reglas de biodegradacion establecidas por Furukawa (1982); éstas son también vélidas, al
menos parcialmente en los resultados obtenidos de la presente investigacién sobre la
biodegradacion utilizando la mezcla de diferentes microorganismos. Los metabolitos
identificados como compuestos hidroxilados son diferentes a los reportados por tales autores lo
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que sugiere la existencia de una red intrincada de rutas metabélicas. Debido posiblemente al
cambio de las propiedades fisicoquimicas del PCB aminado; en el complejo enzimatico
involucrado en el proceso de biodegradacion pueden existir también enzimas nitrorreductasas y
aminasas que establecen en conjunto otras rutas metabdlicas del PCB aminado.

Al parecer, algunos de los metabolitos generados en el proceso de biodegradacion acrobio
se realizan por el mecanismo de oxidacion propuesto por Preston (1983) Selander (1975) y
Bowman (1973) que involucra la insercion de un atomo de oxigeno dentro del enlace carbono-
hidrégeno como lo han demostrado en la biodegradacién por hidroxilacién de congéneres
tetraclorobifenilos y clorobencenos.

Algunos de los metabolitos generados en el reactor acrobio son compuestos de tipo
acetofenonas y derivados de ellos, similares a los reportados por Baxter (1984) en la
biodegradacion de diferentes congéneres con formacion de acidos hidroxi-oxo-clorofenilos,
clorohexadiendicos y cloroacetofenonas. Por otra parte, ciertos metabolitos identificados
pertenecen a los grupos butoxi y oxidcidos de cadena larga similares a los reportados por
Eadsforth (1985) sobre la degradacion de compuestos oxiarenos por enzimas hidrolasas epoxidas,
aminohidrolasas, L-amino-acido-oxidasas y transaminasas; lo que infiere la existencia de enzimas
similares en el proceso aerobio de esta investigacion.

En la presente investigacidon, no ha sido posible realizar estudios de las rutas de
biodegradacién llevadas a cabo en el proceso de tratamiento. Sin embargo, los resultados
obtenidos del andlisis de los metabolitos generados proporcionan evidencias de la biodegradacion
de la molécula y aunque no ha sido posible comprobar la mineralizacion total por la
determinaciéon de la evolucidn de CO; generado durante el proceso debido a fugas por
imperfecciones en el selio de 1a camara del reactor en el momento de realizar la determinacion de
gases, los resultados obtenidos de la determinacion de cloruros en el medio, representa indicios
de la mineralizacion parcial en concordancia con lo establecido por los estudios de Fava (1991).

14.19. METABOLITOS GENERADOS EN EL REACTOR ANAEROBIO.-

Las tablas XIV-49 a la XIV-59 presenta los principales compuestos formados de la
biodegradacion del BPC aminado en el reactor anaerobio y sus respectivos tiempos de retencion.
Las figuras XIV-89 a la XIV-110 presentan los cromatogramas y graficas correspondientes de los
metabolitos generados en €l reactor.
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Pla?0C; tlm2mins R1mdC/min: T2w2850C; t2=]10min

27:18

Fig. No. XIV-89.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 1°dia.

Tabla No, XIV-49.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al ! dia.

Metabolitos generados en ¢l Reactor Anaerobio al 1° dia

T. Retencién .. Compuestos,

153 1,2,4 triclorobenceno -

10:27 Fridecano

12:03 1,2,4 tricloro-4-uittobencene

12:21 : Tetracosano

13:14 23,4 ticlowanilina T

13;28 }-‘iexadecano

13:56 354 tnoloroaniime 4

13:08 246 mooloroaniling. - -

1536 butil 1-octanol —

14:43 4,5 dimetil nonano

14:58 2-butii 1-octanol

15:16 4.5 dimetil nonano

16:27 2,6,10,15 tetrametil hetadecano

18:24 Ac. Adipico diisobutil ester (Ac. Hexadenoico 2 metil )

19:19 Tetracontano

19:37 2.7,10 trimetil decano

20:36 3 etil 2 metil hexano

20:49 4,5 dimetil nonano

22:04 hexatriacontano
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- - ——__————_____——______———______———— |

7753 Ac1,2 bencendicarbonico diheptl cxter
24:44 4,5 dimetil nonano

25:17 Ac. 1,2 bencendicarboxilico decil hexil ester
27:18 22,44, 6penta CB

28736 23,44, 5 penia CB

36:53 22", 33, 44" hexa CB

3128 27°,3%,48hexa CB

32:18 Einecosano

32:48 22", 44", 55 hexa CB

3318 73,338,435, 5 hepn (B

3357 22,33", 44 hexa CB

34:12 beneil butil phialato

3450 227,337,55, 6 hepta CB

36:02 27,3355, 6 hepta CB

36:52 bis (2-etil hexil) ester -Ac. hexadecanoico
3736 73,347,535, Ghepta CB

40:50 Ac. 2 bencendlcarboxilico diisoctil ester

Fig. No.XTV-90.- Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 1° dia.
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T1=70C; ¢t

13:17 16:32

18:29

Capitulo X1V

1=2min; RladC/min; T2w285C; t2=10min

40:39

32:47

b, \

T10te0 isi00

Fig. No. XIV-9].- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 2° dia.

Tabla No.XIV-50.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 2° dia,

Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 2° dia

T. Retencién Nombre

359 1,24 triclorobericeno -

10:35 heptadecano 2,6,10,15 tetrametil

12:09 1,2,3 triclor-4-nitrobenceno

13:17 2,34, tricloroanilina

13:32 hexadecano 2-metil

14,02 2.4,6 trictoroanilina

14:50 2,4,6 trimetil heptadecano

16:32 2,6,10,15 tetrametil heptadecano

18:01 Hexatriacontano

18:29 Ac. Adipico (bis(2metilproil)ester ac., hexanodioico)

19:24 Heptadecano

19:39 2.6 dimetildecano

20:55 4,5 diemtilnonano

22:00 4,5 diemtilnonano

22:55 bis(2metil propil)ester-ac.bencendicarboxilico

25:20 Ac. Bencendicarboxilico dodect] ester

2720 23,37 penia CB

28:36 23,34, 6 penta CB

30:54 22,33, 44, hexa CB
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)3 TR TY Y

3347 33,44, 55, hexa CB

33:19 23,354,435, S htpta CB

33:58 27,34, 4'5'hexa CB

34:14 bencii butil phtalato

34:50 22", 33", 55", 6 hepla (B

36:02 23,37, 55, 6 heplaCB

36:409 AC. Adipico (bis{2etil hexil) ester -ac.hexanodioico)
3734 23,3°4,4°5, 5 hepta CB

40239 Ac. 1.2 bencendicarboxiiico diisoctil ester

Fig. No.XIV-92.- Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 2° dia.
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953 P1=70C; t1m2min; R1=4C/nin; P2=285¢C; t2=10min
90
8s
8o
75
70
5
60
55,
50
45
40
35
30
2s
20

: e

Fgi. No. X1V-93.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 4° dia.

¢

Tabla No. XIV-51.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 4° dia.

Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 4° din

[ T. Retencidn . .Compuesto: - .

403 13,5 triclorobenceno ;. o

10:39 510,15 Totramett] hoptadecanc

120 1,35 triclono-2-nitrobenoeno

12:33 2,6,10,14 tetrametil heptadecano

13:19 24,6 tricloroanitina

13:40 2.,6,10,15 tetrametil heptadecano

14:04 2,34 tricloroaniting

15:22 Hexatriacontano

15:33 Hexatriacontano

15:44 Hexatriacontano

16:37 Hexadecano

18:05 2-metil tetradecano

18:26 2-metil hexadecano

18:38 Tetracontano

19:29 Hexatriacontano

19:43 26,10, 14 trimeti] pentadecano

20:45 1 ¢loro-octadecano

20:55 Tritetracontano

21:13 Tritetracontano
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22:15 2,6,10;15 tetfametil hetadecanc

2233 2.6,10,14 tetrametil hexadecano

24:55 Hexatriacontano

27:30 | -heptacosanol

30:01 Hexatriacontano

32:30 Tritetracontano

33:20 acetamida N-metil N-4-4metoxi-4-hexahidropropil butil
35:.02 Tritetracontano

37.49 72,3445, 6hepta CB

40:56 Hexatriacontano "

Fig. No XIV-94.- Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 4° dia.
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M26
T1m70C; t1=2minsR1=4C/min; T2w285C; t2=10min

L] i

T isipg | 20:00  25:00  30i60  35:00

Fig. No. XIV-95.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 5° dia

Tabla No. XIV-52.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 5° dia.

Metaholitos generados en el Reactor Anaerobio al 5° dia
T. Retenclon Compuestos: .

3:54 1,3,5 triciorobenceno

436 1,2,3 tnclorobenceno

711 Hexatriacontano

10:29 Hexatriacontano

12:01 1,23 tricloro-4-nitrobencenc

1500 33,4 woloroaniling
T34 248 woloroaniling

16:29 Hexadecano

18:25 bis(1metil proil) ester -Ac. hexanodioico

19:21 Heptadecano

22:06 2,6,10,15 tetrametil heptadecano

22:25 Hexadecano

22:53 bis(Zmetii exil) ester -Ac. 1,2 bencendicarboxilico
24:46 2,6,10,15 tetrametil hetadecano

2523 Ac. 1,2 bencendicarboxilico dodecil ester
26:42 Ac. hexadenoico

2121 22°,44°, 6 penta CB
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2538 23,45 Gpenta CB
29:55 Hexadecano

30:04 27,3445 hexaCs
30:18 23,447, Gpenta CB
3101 37,33, A4 exaCB
30114 237,34, 55 hexa CB
31:36 22,44, 55 hexaCB
3239 337,347, 55 hexa CB
3331 237, 33,55 6 hepa CB

3F13 - [33.,43,55,6hepaCB
3508 337,35, 55, G hepa CB -
3825 . {22,33,55,6eptaCh
3512 137,37, 55 6 hopta CB
39:37 2%,33,55,0heplaCB
§0:42 277,35, 44, 56 ocia CB
42:02 bis(e-etilhexil)phatalato

Fig. No.XIV-96.- Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 5° dia.
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T1wg0C; timdmin,;R1=10C/min; T2=270C; t2=20mi

" asio0

Fig. No. XIV-97.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 7° dia,

Tabla No, XIV-53.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 7° dia.
Metaholitas generados en el Reactor Anaerobio al 7° dia

T, Retencidn — Comphesto
4:36 2,2,4,6,6-pe\ntarmetil etano
7:02 3,5,5-trimetil-2-ciclohexano-| -ona
7:23 2,4-dimetil-2,3-pentanodiol
8:10 1,2 3-triclorobencend .
8:46 ] ,2.3-tﬁc;ombgugeenp‘
9:02 Acido octandico ‘
10:36 4cido nonandico
12:15 Hexatriacontano
1302 1.2 3-triclord-Aatltrohonceno
13;32 34,3 5-triclomaniling ™
335 T3 ATneIoro S ioheneans
1553 73 AR oroR
1453 Tetratetracontans
15:42 bis{2-metilpropil)ester dcido hexanodidico
16:05 Tetratetracontano
16:11 2,6,10,15-tetrametil heptadecano
17:14 Pentatriacontano
17:21 Pentatriacontano
18:20 Pentatriacontano
19:01 4cido dicosandico
19:25 Pentatriacontano
20:28 Pentatriacontano
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T1=d0C; tImdmin; R1=10C/min; T2=270C; t2=20min

Fig. No. XIV-99.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 11°dia.

Tabla No. XIV-34.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 11° dia.

Metabolitos generados en el Reactro Anaerohio al 11° dfa
T. Retencior ] © Compuesto

339 2.24,6,6-penta metil tepia

5:05 acido hexandico

6:58 3.5,5-trimetil-2-cicloexeno-1-ona

7:19 1.1,3,3-tetraetoxi-propano

8:09 1,2 A-triclorobenceno

8:45 1,2 4-riclorobenceno

9:06 dcido octandico

10:14 1,2,3-propano tritester icido hexandico

10:40 acido nonanéico

12:14 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano

13:03 1,2,34ricloro-4-nitrobenceno

13:37 ester 4cido fosférico tributil

14:09 {-octanot,2-butil

14:24 dietil flalato

14:53 2,6,10,15tetrametil-heptadecanc

15:41 bis(2-metilpropil)ester dcido hexanodidico

16:04 tetratelracontano

1713 tetratetracontano

17:25 metil ester acido tetradecandico

17:36 bis(2-metilpropijesterl,2- &cido bencendicarboxilico

18:36 ester butil octill,2-4cido bencendicarboxilico
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21:20 22 34,5 G-hexa CB

21:33 Tritetracontano

T84 3345 6-nexa CB

22:39 Tritetracontano

23:41 bis(2-etilexil)ester dcido hexanodidico
24:02 2,3" 344 3, 6-hepia CB

29:43 3T 3348 B hepta OB

26:20 bis(2-etilhexil) ftalato

% a
£

Tan g ® i
IS TR e

Fig. No.XIV-98.- Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 7°dia.
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19:07 acido hexadecandico

20:14 9-¢cicoseno

2132 3,3 3,433 bexa CB

21:37 tritetracontano

21:56 22,344 ,5 -kexa CB

22:10 bis(2-metoxifenil)disuifuro

2231 727,344 5 hexaCB

23:12 1 1-nitro-| -undeceno

23:52 bis(2-etilexillester acido hexanodidico
2415 233 4,55 6heptaCB

26:14 diisoctil ester!,2-acido bencendicarboxilico

Fig. No XIV-100 .- Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 11°dia.
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3. 386
F3.186
£ 2. 986
£ 2. 086
£ 2, 686
£ 2. 4K6
£.2. 286
F2.126
1. 986
£1,786
E1.586
;.1.436
£1.286
2. 086
8. 685
F6. 985
[ 5. 285
: t3. 485
Al ,1 . 7E5
e ey — — —£0.080
15:00 20100 25:00 Timel |

Ti=d0C; t1mdmin; R1=10C/min; T2=270C; b2=«20min

Fig. No. XIV-101.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 15° dia.

Tabla No. XIV-55.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 15° dia.

Metabaolitos generados en el Reactor Anaerobio al 15° dia
T. Retencldn . Compueste ..
6:58 3,5,5-tﬂrimeli]-z-ciclohexeno;!-6na
7:19 3,5,5-trimetil-2-ciclohexeno-1-ona
8:10 1,2 4-triclorobenceno ;i
8:46 1.2 4-tnclorobencens ]
10:14 1,1 -dietoxi-3-heptanona‘
10:30 tetracosano
10:52 1-metil-2-propil-ciclohexano
10:59 2-exil-T-decanol
11:07 tridecanol
12:14 hexatriacontano
13:07 1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno - -
7337 Tributl ester Acido fostonco
13:57 2,4,6-tricloroanitina AR
[4:53 hexatriacontano
15:41 bis(2-metilpropil)ester dcido hexanodidico
16:05 pentacosano
17:14 1-fluoro-dodecanc
17:36 bis(2-metilpropiljester],2- dcido bencendicar
18:37 butiloptilester],2-4cido bencendicarboxilico
19:26 tetracontanc
21:38 tritetracontano
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22:54 tritetracontano
24:26 4cido nonaexacontandico
24:37 dotriacontano

A ig. No XI V.102. Melabohtos genemdos en el Reactor Anaerob;o al 15° dza.
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T1=40C; t1mdmin ) RI=10C/min, T2=270C; t220mirk 4. 257

E 3, 987
3., 787
3. 587
3. 207
3. 087
£ 2, 887
2. 627
2,37
t2.187
1, 987
1, 687
1. 487
1.287
9. 3m6
7. 086
4. 6RE
2. 386

£ 0. 0x0

Fig. No. XIV-103.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 21° dia.

Tabla No. XTV-56.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 21° dia,

Metabolitos generados en el Reactor Anaeroblo al 21° dia
T Retencion Compuesto
4:16 1,2,3-trimetil benceno
4:57 dodecano
7:02 3,5,5-trimetil-2-cicloexano-1-ona
7:21 3-(4-clorofenil)-3-butentloxi trimetil-silano
8:14 1,2,3-triclorobenceno
8:49 l,2,34ﬁclumbmcano
5716 75-0idro-2,3-dimetoxi-Tarano
10:54 6-metil-1-heptanol
11:02 | -butil-2-propil-ciclopentano
11:08 2-metil-3-metileno-nonano
1h14 2,6,11,15-tetrametil-hexadecano
12:17 hexatriacontano
13:05 1,2,3-tricloro-¢-nitrobenceno -
13:31 hidroxi tolueno butitato
13:40 ester tributil cido fosférico
14:54 hexatriacontano
15:42 bis(2-metilpropil)ester ac. hexanodidico
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16:05 I -(eteriiloxs}-decane

16:15 ester metil Acido tetradecandico

17:14 dotriacontano

17:27 minstato isopropil

17:36 bis(2-metilpropil)ester-1,2-4c.bencendicar
i7:59 1-hexadecano!

18:37 I -hexadecanoi

19:51 9-octadeceno-1-ol

20:12 1-heptadecanol

2131 . 3344735 hexaCB |

21:56 273445 hexaCB |

22:27 1-dotriacontanol

22:55 2.2°,3,3" 5,5 6-hepta CB

23:43 bis(2-ctilexilester acido hexanodidico
2811 T3 A 5,5 bhepta CB

25:55 falatodi-n-octil

Fig. No . XIV-104.- Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 21° dia.
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903
853  T1m40C;tl=dmin;R1=10C/min; ?2m270C; t2m204
80}
753
703
653
603

503
453
403
353
203

20

Fig. No. XIV-105.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 27° dia,

Tubla No. XIV-57.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 27° dia.

Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 37° dia
7. Retencion | Confpuesty.

4:54 Dodecano ’

6:59 3,5,5-trimetil-2-ciclohexanona

7:20 3-(4-clorofeni)-3-buteniloxitrimetil-silano

8:10 1,2,4-triclorobenceno

8:46 1,2, 3riclorobenceno

9:40 1etradécaﬂu0m-hcxano

10:15 1 4-diacetil-2-5-dibutilhexahidro-1,2,4,5-tetracina

10:53 Tridecanol

11:00 Tridecanol

11:08 1-pentil-2-propil-ciclopentano

11112 2,6,10,15-tetrametil-heptadecano

12:15 Pentadecano

13:02 1,2,3-inicloro-4-nitrobenceno

13:35 1,35 tricloro-2-nitrobengeno

13:38 1,3 ,S-tricloro-z-nitmbéncgno

1337 133 incloro-2-nitrobendano

1452 36,T0,1 5-tetramenl-hepiadecanc

15:15 | 0-nonadecanamina

15:40 bis(2-metilpropil)ester acido hexanodidico
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i 16:05 Hexatriacontano
16:15 metil-ester &cido tetradecandico
17:14 Hexatriacontano
17:27 miristato isopropil
17:36 bis{2-metilpropil)ester-1,2-dcido bencendicarboxilico
17:59 Hexadecanol
18:37 flalato bis{2-metoxi etil)
19:37 dcido hexadecandico
19:54 alcohol oleico
20:16 ! -octadecene

21:23 2,2°3,3°,4,4 hexa CB
21:57 2,233 44 -hexa CB

22:09 bis(2-metoxifenildisulfido

22:30 22,44 55 -hexa CB

23:49 bis(2-etilhexil}ester Acido hexanodidico
24:16 22 .3,4,4°,5,6-hepta CB

26:42 diisoctilester cido falico

Fig. No XTV-106.- Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 27° dig,
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F1edO0C; t1mdmin; RI=10C/min,; T2=270C; £2=20mir

100 20100 22

Fig. No. XIV-107.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 34° dia.

Tabla No. XIV-38.- Tiempos de refencién de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 34° dia.

Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio at 34° dia
T, Reiencion Compueste
- 7.02 3,5,5-trimetil-2-ciclohexanona

7:22 3-(d-clorofenill-3-butenil oxi-trimettl silano
§:18 1,3,S-triclorobenceno

8:49 1,2 4-triclorobénceno

10:17 2,5-dihidro-2,5-dimetoxi furano

10:50 Hexatriacontano

11:58 2,6,10-tnimeti] dodecano

12:17 Hexatriacontano

13:06 1,2,3-tricloro-4-nitrobeniceno.

T |13 5 icioro-2-metaxiDonceso

14:39 1,3,5-trictoro-2-metoxibenceno .

14:54 Hexatriacontano

15:42 bis(2-metilpropil)ester dcido hexanodidico
16:07 Tetracosano

17:16 3 8-dimetil-decano

17:39 bis(2-metilpropil)ester-t,2-4cido hencendicarboxilico
18:39 flalato bis(2-metoxi etil)

19:26 3-etil-decano
21:23 2,2°3,4',5" 6-hexa CB
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21:37 n-eneicosano

21:59 727 3,3 4,6 -hexa CB

22:32 bencilhuti! falato

23:07 9-octadecen amida

23:48 bis(2-etilexil)ester 4cido hexanodidico
24:18 227344 5,6-hepta CB

26:20 bis{2-etilhexil) fialato

ppm

e

281 133

Fig. No. XIV-108.- Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 34° dia.
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95 1.787
T1=40C; t1mdmin/RI=10C/min; T2w2 70C; t2=20mink
90 t1.687
s ote F1.587
80 F1.487
75 F 1,387
20, F1.287
85 E 1,287
60, E
16:39 ;'1'”7
85 E 9. 8K
50 12:37 6. 956
45 TR
40 : 7,186
35 " 6,286
30 5. 386
25 17:16 3
4:56 E'"‘“
20 16:07 26:49 E 3. 6E6
1 7:19 E 2, 786
103 £ 1,886
5 Hiol L 9. 9KS
02 T Y . T T T Y T u T T T T T T T T T 1 T T ¥ T Y =0, 0F0
500 10100 1500 20%00 25100 30:00 Pim

Fig. No. XIV-109.- Cromatograma de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 37° dia.

Tabla No. XIV-59.- Tiempos de retencion de los metabolitos generados en el reactor anaerobio al 37 dia.

Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 37° dia
| T Reténcion Campaesie

4:56 decano —

7:02 3,5, 5-trimetil-2-ciclohexanona

7:19 3,5,5-trimetil-2-ciclohexanona

9:14 dodecano

10:17 2.4 4-trimetilbut-2-enolide

10:50 hexadecano

1i:02 tridecanol

11:10 1,1,3 4-tetrametil-trans-¢iclopentano

11:14 tetracosano

12:17 hexadecano

12:51 -(2,2-dimetil propil)-2,4,5-trimetil benceno

13:40 tris(2-etil hexil)ester dcido fosférico

14:39 tris{2-etil hexil)ester acido fosforico

14:56 hexadecano

16:07 hexadecano

1716 tetratetracontano

17:39 bis{2-metitpropil)l,2-4cido bencendicarboxilico

18:22 tetratetracontano

18:39 dibuti! ftalato

19:07 3,6-nonadecadiona
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21:25 dotntacontano
23:55 bis(2-etil hexillester 4cido hexanodibico
26:49 bis(2-etil hexil) flalato

Fig. No XIV-110.- Metabolitos generados en el Reactor Anaerobio al 37° dia.

Cuantificacién de metabolitos organoclorados en el Reactor Anaerobio

ppm

Fig. No. XIV-111.- Cuantificacion de los metabolitos generados en el Reactor Anaerobio durante el periodo de
tratamiento.
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Capituio X1v

14,20. RENDIMIENTO DE LA BIODEGRADACION ANAEROBIA

La biodegradacion de la mayoria de los congéneres de BPC en el reactor anaerobio, ha
alcanzado un buen rendimiento considerando un periodo 34 dias de tratamiento introduciendo 20
ml de BPC aminado a una concentracién inicial de 13011.92 ppm pentaclorobifenilos,
137805.71 ppm de hexaclorobifenilos y 329494.91 ppm de heptaclorobifenilos y obteniendo 10
mi de PCB aun sin ser biodegradado (en interior de las membranas) y una concentracién de 2.07
ppm de hexaclorobifenilos y 1.02 ppm de heptaclorobifenilos en ¢l medio mineral (1.7 L) en el
recipiente del reactor. Los tetra y pentaclorobifenilos han sido biodegradados en su totatidad.

De esta manera, el rendimiento neto del proceso de biodegradacion anacrobia de los BPCs
que no habian sido aminados es del 63 % para los pentaclorobifenilos, 49.87 % para los
hexaclorobifenilos y 49.97 % para los heptaclorobifenilos. Para los octaclorobifenilos no ha sido
posible realizar el rendimiento ya que inicialmente no ha sido posible su cuantificacién inicial.

Ahora bien, considerando como promedio un 54.28 % del rendimiento anterior y
estimando que un 90% de los BPCs aminados son biodegradados en el mismo proceso, el
rendimiento neto de biodegradacién en el reactor anaerobio es 79.87 %.

[ Metabolitos Organoclorados Generados en el Reactor Anaerobio
Tl Taa T fd T

Sl

1,2 4-riclorbenceno

11 2. 4-triclorobenceno

1 ,35,5 -triclorobenceno

1,2,5-triclorobenceno

1,2,4-1ricloro-4-nitrobenceno

1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno

1,3,5-tricloro-2-nitrobenceno

1,2,3-triclorobenceno

2,3 A-tricloroanilina

2,3 4-tricloroanilina

2 4,6-tricloroanilina

2,2,3-tricloro4-nitrobenceno

2 4. 6-tricloroanilina

2,4 6-tricloroanilina

2,3 dtricloroanilina

2,3 4-tricloroanilina

22°, 44, 6-penta CB

23, 3'4’, 6-penta CB

337, 34,475 6-hcpia CB

2,4,6-triclorpanilina

22,44 S-penta CB

227,33, 44 -hexa CB

32", 44", 6-penia CB

22,33, 44" -hexa CB

227, 34,4’5 -hexa CB

23,4'5, 6-penta CB

22°, 447,55 “hexa CB

227,34,4'5 -hexa CB

33.3°4.4°5, 5 -hepta CB

22', 3%, 44 -hexa CB

22°,33°, 557, 6-hepta CB

22°,34,55 -hexa CB

23,3°4', 55", 6-hepta CB

22°, 44°, 55'-hexa CB

22°,33°, 55", 6-hepta CB

33,447,557, 6-hepta CB

227,33, 44", 56"octa CB

7 din

11%dia

" 15°dla

21*dia

1,2,3-triclorobenceno

1,2, 4-triclorobenceno

1,2 Ariclorobenceno

1,2,3-triclorobencenc

1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno

1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno

1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno

1,2,3-tn¢loro-4-nitrobencenc

2,3 dricloroaniling

33,44°, 55 -hena CB

2,4,6-tricloroanilina

337, 447,55 -hexa CB

1,2 4-ricloro-S-nintrobenceno

227,34,4'5-hexa CB

22°,34,4'5"-hexa CB

22°, 34", 5 '6-hexa CB

22°,34,4'5 -hexa CB

22°,33°, 55, 6-hepta CB

21, 34,45, 6-hepta CB

23,3'4°, 55" 6-hepta CB

23,34, 55", 6-hepta CB

27 dla

34" dia

F7da

1,2,4-triclorobencene

1,3,5-triclorobenceno

1,3,5-triclorobenceno

I,2,3-triclorobenceno

1,2, 4-triclorobenceno

1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno

1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno

1,3 5-tricloro-2-nitrobenceno

1,3,5-tricloro-2-metoxibenceno

22',33", 44 -hexa CB

22°,34,5'6-hexa CB

22°, 447, 55"-hexa CB

22',33°,46"-hexa CB

22',34,4°5, 6-hepta CB

22°,34,475, 6-hepta CB

Tabla XIV-60.- Metabolitos organoclorados generados en el reactor anaerobio durante todo el periodo de

tratamiento
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Como se observa, la tabla XIV-61 muestra los resultados obtenidos de la comparacién
de las tablas XIV-60 (congéneres de BPCs que permanecen entre los metabolitos organoclorados
en el reactor anaerobio) y tabla XIV-34 (congéneres de BPCs que fueron introducidos al reactor).
En la tabla se observa que el isémero 100 de los pentaclorobifenilos es detectado en el medio al
I1° y 5° dia y es degradado completamente en los dias sucesivos del tratamiento. Sin embargo,
durante estos primeros 5 dias de tratamiento aparecen en el medio los isdmeros: 99 al 1° dia, 98 al
2° dia y el 103 al 5° dia, probablemente como productos de decloracién, pero de igual manera que
los demas, tienden a ser degradados durante el periodo posterior de tratamiento.

De los hexaclorobifenilos, los isdmeros 129, 153, 149 y 137 permanecen en el medio
durante varios dias del periodo de tratamiento y aparecen ademas los isémeros 141, 169, y 131
como productos de decloracion.

Los isdmeros 181 y 185 de los heptaclorobifenilos permanecen en el medio durante
varios dias del tratamiento; sin embargo los isomeros 178, 185 y 189 que se detectaron en el
medio al 1° y 5° dia como productos de decloracion, tienden a degradarse durante el franscurso

del tratamiento.

De los isomeros octaclorobifenilos sdlo el 195 aparece en el medio al 5° dia de
tratamiento pero es declorado durante todo el periodo posterior de tratamiento.

En los andlisis de metabolitos al 37° dia no existe ninguno de los compuestos
cloronitrobencenos, cloroanilinas ni BPCs debido probablemente a algun error en la técnica de
extraccion de los metabolitos; solo se observa un compuesto de tipo 1,3,5 triclorobenceno.

Congéneres de BPCS que permanecen en ¢l medio

Pensacierobifentic | No» Hoaclorobifenilo | No. . | Heplaclorobifenilo | No. | Oclaclorobifenito | Ne.
TUPAC TUPAC - TUPAC TUPAC
22,44 6-CB 100 22°33° 44°-CB 129 22°,3'4°,55°,6-CB 185 22°,33",44",56-CB 195
22°,44°55°.CB 153 227,34, 45, 6-CB 181
22°.34°.5'6-CB 149
22°344°5-CB 137
Congéneres de BPCs formados como productos de decloractén
Peataclorobifenilo | No. Hexaclorobifenilo No. Heptaclorobifenilo | Ne. Octaclorobifenilo | No.
TUPAC - TUPAC IUPAC IPUAC
22°.44°5-CB 99 22°,34,55-CB 141 23,3'4,4'5,5-CB 189 -
22°,3'4°.6-CB 93 33, 44°,55°-CB 169 22°,33°,55,6-CB 178 -
22,4'5,6-CB 103 22°,33°,46-CB 131 22°,34°,55°,6-CB 135 -

Tabla No. XIV-61.- Congéneres de BPCs que permanecen en el medio y productos de decloracion generados en el
reactor anaerobio.

Resulta dificil realizar la comparacion de los resultados del presente estudio, con las
investigaciones presentadas por diversos autores sobre la decloracion de BPCs; debido
principalmente a que tales estudios, se han realizado utilizando cepas puras de microorganismos
y con isOmeros aislados de BPCs; en tanto que en el presente estudio, se utilizé una mezcla de
diferentes microorganismos y una mezcla de isdmeros la mayoria de los cuales, posee grupos
amino introducidos lo que infiere otro mecanismo enzimatico diferente de la decloracién
biolégica. Ademas de que en el proceso de biodegradacion utilizado, las condiciones y el tipo de
reactor son diferentes, por lo tanto no hay punto de comperacién.
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Sin embargo, los resultados del presente andlisis del tratamiento anaerobio, concuerdan
con los estudios realizados por Quensen (1990) sobre la decloracién de los congéneres mas
altamente clorados (octa y heptaclorobifenilos) sin embargo, parece existir también la
decloracion de congéneres menos clorados debido probablemente a la sustitucién de los grupos
amino por grupos hidroxilos con eliminacién fortuita de atomos de cloro vecinos; estudio que
debera ser confirmado por andlisis cromatogréficos utilizando isdmeros puros.

Las rutas de decloracion propuestas por Tiedje (1993) son aplicables a los resultados
obtenidos en la presente investigacion al menos en lo referente a la decloracién preferencial de
los congéneres en las posiciones meta>para>orto sin embargo, no ha sido posible seguir las rutas
completas de cada uno de los congéneres debido a la dificultad de trabajar con una mezcla
compleja de isémeros. Es importante hacer notar que en el presente estudio, la decloracion se
debe también a la sustitucion quimica de los grupos amino por grupos OH y no sélo a la actividad
enzimatica de los microorganismos.

Los resultados de la presente investigacion confirman los estudios de Tiedje (1993) sobre
la eficiencia de decloracion de los diferentes congéneres en rangos de temperatura entre 20° y 25°
C.

14.21. OTROS PARAMETROS DETERMINADOS EN LOS REACTORES

La determinacion de parametros fisicoquimicos se realizo durante todo el tiempo que durd
el proceso de tratamiento bioldgico. El periodo de experimentacién en el reactor aerobio
comprendi6 del | de Julio al 21 de Agosto y del 1 de Julio al 10 de Agosto de 1998 en el reactor
anaerobio, con muestreos diarios durante los primeros 24 dias y posteriormente cada segundo y
tercer dia.

14,21.1, Determinacion de Ecotoxicidad

Los valores de ecotoxicidad, de los metabolitos generados al primer y tercer dia en ambos
reactores superan el limite inferior permitido, por lo que se considera que en los reactores no
existen problemas de toxicidad por acumulacion de metabolitos como se muestra en [a tabla XIV-
62.

Tabla No XIV-62 .- Valores obtenidos de los andlisis de ecotoxicidad de los metabolitos en los reactores

>333.33
»333.33

ecotéxico de una sustancia. (BOE/270/1989).
) | = mayor que el estandar més alto

XIv-120



Capitulo XIV Andlisis de Resultados y Discusiones

Durante el proceso de biodegradacion de los BPCs aminados, uno de los prinicipales
productos que se intentd determinar fue la formacién de CO, sin embargo, no fue posible hacerlo
debido a fugas del gas por la falta de condiciones herméticas en el reactor.

14.21.2. pH

Los resultados obtenidos de la determinacién del pH en los reactores aerobio y anaerobio
se encuentran en las tablas XIV-63 y XIV-64 y representados en la figura XIV-112.

Durante todo el periodo de tratamiento en ambos ractores, los valores de pH se
mantuvieron cercanos a la neutralidad, aunque existieron ligeras variaciones con rangos de 7.0 a
7.4 sin afectar los procesos de biodegradacién. Esto es debido a la eficiencia del buffer de
fosfatos afiadido para mantener condiciones de pH adecuadas en el medio.

Evolucién def pH ' :

—— Reactor Aerobio —~gg— Reactor Anaerobio ;

} 3 s 7 9 i1 15 17 19 21 23 25 27 29 31

Fig. No X1IV- 112.- Determinacion de pH en los reactores Aerobio y Anaerobio.

14.21.3. Temperatura

Los resultados obtenidos en la determinacion de temperatura de los reactores aerobio y
anaerobio se muestran en la tabla XIV-63 y XIV-64.

En el reactor aerobio la temperatura siempre se mantuvo en 24°C por medio de una estufa
con la temperatura controlada.
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En el reactor anaerobio (que operé sin control de tempartura) existieron variaciones en la
tempartura que oscilan entre 20 y 24 °C; sin embargo, esta variacion no afecté en gran medida el
proceso de biodegradacion de los BPCs aminados.

14.21.4. Oxigeno disuelto

Los resultados obtenidos de la determinacién de oxigeno disuelto en el reactor aerobio, se
muestran en la tabla XIV-63 ; como se puede apreciar, los valores corresponden a la saturacion
de oxigeno, por lo cual la disponibilidad de oxigeno en el medio, no es un factor limitante durante
el proceso de biodegradacion.

14,21.5. Demanda Quimica de Oxigeno

Los resultados de los analisis de DQO aparecen relacionados en las tablas XIV-63 y XIV-
64 y representados en las figuras XIV-113 y XIV-114.

La concentracion media de DQO analizada en las muestras del reactor aerobio ha sido
179.05 mg/1 con una desviacion estindar de 106.77 sélo con la adicién del BPC aminado; pero si
se tienen en cuenta los valores cuando se afiadié el surfactante, (a partir del dia 26) éstos se
incrementan hasta 561.16 mg/l en promedio, con una desviacion estandar de 896.78.

En el reactor anaerobio la concentracion promedio ha sido de 129.24 mg/l con una
desviacién estandar de 136.55 aunque existen importantes fluctuaciones durante el transcurso del
tratamiento.

Determinacién de DQO '

wndpmme Reactor Acrobio —gg— Reactor Anaerobio
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X

1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Periodo de andlisis (dfas)

Figura No.XIV-113 .- Determinacion de DQQ en los reactores
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mg/1
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i

Fig. No. XIV- 114.- Incremento de DQO por adicion de surfactantes en el reactor aerobio

14.21.6. Demanda Bioquimica de Oxigeno

Los resultados de DBO determinados en el reactor aerobio se presentan en la tabla XIV-
63. La concentracion media es de 121.73 mg/l con una desviacion estandar de 55.12 aunque
existen importantes fluctuaciones durante el periodo de biodegradacion figura XIV-115.

Reactor Aerobio relacion de Clorures, DQO y DBO

“eipan Cloruros —ge=DQO —A—DBO

1 23456 7 8 91011121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Perfodo de andlisis (dias)

Fig. No. XIV-115 .- Relacién DBO, DQO y Cloruros generados en el reactor aerobio
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14.21.7. Cloruros

Los resultados obtenidos de la determinacion de cloruros realizada en ambos reactores se
presenta en las tablas XIV-63 y XIV-64 y se encuentran representadas en las figuras XIV-116 y
XIV-117.

La concentraciéon media de cloruros analizada en el reactor aerobio, ha sido de 299.34
mg/l con una desviacién estandar de 151.36, Para el reactor anaerobio es de 305.73 con una
desviacidn de 155.70; como se aprecia, la generacion de cloruros en ambos reactores sigue un
comportamiento similar. Sin embargo, cuando se analiza la relacién entre los cloruros generados
del proceso de tratamiento aerobio y la de DBO se puede observar que conforme se incrementa la
concentracion de cloruros en el medio, los valores de DBO disminuyen debido probablemente a
un efecto negativo de la presién osmdtica celular (Figura XIV-115).

Determinacién de Cloruros

wmig— Reactor Acrobio —ffj= Reactor Anaerobio

200
100

T R e SR SRR I i 300 ST ANt S TR

1 2345678 91011121314151617 18 192021222324 252627 28 293031 32
Periodo de andlisis (dias)

Fig. No. XIV- 116 .- Determinacion de Cloruros generados en los reactores
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Reactor Anaerobio relacién Cloruros y DQO

~—— Cloruros —g— QO

eI A +38 S e s e U, P~ s
1 2 3 45 6 7 8 9 1011 121314151617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29

Perjodo de andlisis (dias)

Fig. No. XIV- 117.- Relacion de DQO y Cloruros generados en el reactor anaerobio

No es comun encontrar trabajos de investigacion que proporcionen informacion sobre las
enzimas involucradas en la eliminacién de cloros en el tratamiento aerobio; sin embargo, los
resultados obtenidos en la presente investigacion, proporcionan indicios que apoyan los estudios
de Ligen (1980) sobre la eliminacion de CI del anillo cuando existe suficiente oxigeno molecular
en medio,

14.21.8. Carbono Orgdnico Total

La determinacion de Carbono Organico Total (COT) e Inorganico (CIT) en los
reactores aparecen relacionados en las tablas XIV-63 y XIV-64 y representadas en las figuras
XIV-118 y XIV-119.

La concentracion media de CIT y COT analizadas en las muestras del reactor aerobio han
sido 46.11 ppm y 50.73 ppm con una desviacion estandar de 11.68 y 52.61 respectivamente.
Como se observa, los altos valores de la desviacién corresponden al periodo de adicién del
surfactante.

En el reactor anaerobio, la concentracion promedio ha sido de 31.03 ppm y 14.92 ppm
con una desviacion estandar de 12.33 y 8.43 respectivamente.

El rendimiento de eliminacion de COT en el reactor aerobio no teniendo en cuenta los
valores de la adicion de surfactantes es del 78% y de del 69.8 % para el anaerobio.
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La concentracion de carbono inorganico en el reactor anaerobio es menor en comparacion
con la concentracion del aerobio debido a su rapida transformacién en CO, y CHy que refleja una
mayor actividad microbiana en el sistema. Probablemente, las diferencias en la transferencia de
masas de la biopelicula activa en ambos reactores se deben también al mismo fenémeno.

Relacuin de Carbono Orgémco e Inorgémco en el Reactor Anaeroblo

-.-._Carbom lnargamco 7 —~g—Cartbono Orghnico

ppm

B &b b b b

/\9 r\\°’ a\\q a\g /\\q c\\o' «\\q \°"¢\\ca \°’ 1\\ c\\o’ 9 9

IR ,»b»‘\qbé\\%\% an 6\59\5@0 @0&
Periodo de Andlisis (dias)

Fig. No. XIV-118.- Relaczon de Carbono Orgamco ¢ Inorgamco en el Reactor Anaerobzo

Relacidn Carbono Orgdnico e Inorgdnico ¢n el Reactor Acrobio
—a— Carbono Inorgdnico —@— Carbono Orgénico

Pp

Periodo de Andlisis (dias)

Fig. No.XIV-119.- Relacidn de Carbono Orgdnice e Inorgdnico en el Reactor Aerobio

XIV-126




TABLA NO. XiV-63 .- DETERMINACION DE PARAMETROS DEL REACTOR AEROBIO (1) UTILIZANDO BPC AMINADO COMO UNICA FUENTE DE

CARBONO .
Fecha PH Temp.*C | Clorures mgA | O Disuelto DOOmgA | DBO myg/1 Carbono Carbono Inoculn- | Adcidn de Obzervacionss
me/! Inorgdnicomgft | Orgdnicomght | clém. | Medie
1 Julio 7.1 24 6650 7.9 609 191.1 61.0 31.45 No Si
2 Julio 7.2 25 2127 7.8 232 2163 52.28 30.59 Si Sl
3 Julio 7.1 25 6381 7.8 638 112.2 26.73 3213 No 5]
4 Julio 7.0 25 382.9 78 203 120.3 27.28 28.56 Si Si Pegado de fuga de cimara sup.
5 Julio 7.0 25 2978 7.8 58 132.6 53.68 3447 No Si
6 Julio 7.0 25 283.6 7.8 156 114.0 Si Si
7 Julio 7.0 25 269.4 78 290 213.0 41.17 17.37 No Si
8 Julio 7.0 25 397.0 78 145 84.0 Si No Metab. Cada 2 dias
9 Julio 7.0 25 595.6 7.8 203 57.0 39.18 18.41 No S
10 Julio 7.1 25 453.7 78 145 24.0 67.06 29.37 Si Si
11 Julio 7.1 25 440.0 7.8 133.4 105.0 54.90 13.68 No 8i
12 Julio 7.2 24 3119 79 139.2 28.5 No Si
13 Julio 7.2 24 283.6 79 119.2 835 53.84 12.16 Si Si
14 julio 7.2 49 184.3 3.3 3428 116.4 57.01 41.02 i Si Reactor quemado, siembra de bichos
15 Julio 73 24 184.3 79 360. 141.0 Si No
16 Julio 7.3 24 553.0 7.8 500 147.9 53.24 27.84 Si No
17 Julio 7.3 24 141,8 79 515.6 163.5 Si No
18 Julio 7.0 24 333.2 79 3338 157.2 34,79 49.89 Si Si
19 Julio 7.0 24 283.6 7.9 394.5 96,0 Si No
20 Julio 7.0 24 212.7 7.9 312.7 59.1 Si No
21 Julio 7.0 24 198.52 7.9 409.7 972 38.59 29.65 Si Si
22 Julio 7.3 24 127.62 7.9 364.2 134.7 Si No Adicién de 10 ml. De BPC aminado
23 Julio 7.2 24 18434 7.9 607 195 Si No Modific, Camara sup. Tubos nuevos
24 Julio 7.3 24 425.4 7.9 576 196 58.88 39.74 Si Si
25 Julio -- - - - - - -- --
26 Julio - - - - - - - .-
27 Julio 7.3 24 156.0 7.9 610 138 40.55 15.26 Si Si Determinaciones cada 3 dias
28 Julio - - s - - -- - --
29 Julio - - -- - -- - - -
30 Julio 7.5 24 184.3 7.8 330 245 61.10 20.15 Si Si
31 Julio -- - - -~ - - = --
3 Agosto 7.3 24 1455 79 210 62.0 42.73 32.04 S§i Si
7 Agosto 7.4 24 198.5 7.9 210 66.0 Si Si
11Agost 73 24 255.2 79 240 64.0 2971 33.14 Si Si Aplicacion de surfactante
14Agost 7.1 24 127.0 79 4260 98.0 38.31 175.68 Si Si
[8Agost 1.0 24 255.6 79 3180 115 40.68 199.79 Si Si
21 Agost 7.3 24 168.5 79 1932 120 3017 144,59 -- -
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TABLA NO. XIV-64 .- DETERMINACION DE PARAMETROS DEL REACTOR ANAEROBIO (2) UTILIZANDO BPC AMINADO COMO UNICA FUENTE DE CARBONO Y NITROGENOD

Fecha pH Temp. °C Cloruros mg/l DOO mg1 Carbono Carbono orginmico |  Medio Observaciones
’ inorgénice mg/l - lmgh
1 Julio — - 680.6 551 Si
2 Julio 7.1 20 226.8 174 61.35 33.05 Si
3 Julio 72 20 581.4 609 3373 17.37 Si
4 Julio 10 20 2078 116 24.57 28.00 Si Camara sup. Rota introducién/ memb y Tav.
5 Julio 70 20 2695 203 28.05 21.15 Si
6 Julio 70 20 283.6 58 Si
7 Julio 7.0 20 340.3 58 37.71 8.67 Si
8 Julio 7.0 22 326.0 69.6 NO Metabolitos cada 2 dias
9 Julio 7.0 22 6239 110.2 3487 18.90 Si
10 Julio 7.1 22 567.2 1i0.2 33.82 13.50 Si
11 Julio 7.1 22 5246 63.8 Si
12 Julio 7.1 21 2836 52.2 No
13 Julio 7.3 21 368.6 63.8 Si
14 Julio 72 21 156.9 75.4 45.03 16.52 51
15 Julio 72 2t 17016 94.7 No
16 Julio 13 22 4254 1243 No
17 Julio 7.3 21 127.62 42.50 No
18 Julio 7.0 23 397.04 48.5 1452 4.88 Si
19 Julio 7.0 24 226.8 54.6 No
20 Julio 7.1 23 2127 42.5 No
21 huho 70 23 241 .06 7587 2186 6.21 St Adicidn de 10 ml de BPC aminado
22 Julio 7.3 23 127.62 8498 No
23 Julio 7.2 23 184,34 54.63 Si Carnbio Medio .Reactor vacio por fuga
24 Julio 74 23 18434 72.89 3743 1.86 Si
25 Julio - - - — —
26 Julio — - - - -
27 Julio 74 23 170.16 104.72 31.52 11.35 Si Determinaciones cada 3 dia
28 Julio - - - - -
29 Julio - - - - P
30 Julio 74 24 155.9 i33.8 31.95 i4.11 Si
31 Julio — - - — —
3 Agosto 73 23 216 3025 23.09 11.26 Si
7 Agosto 7.3 24 241.0 84 7.30 9.60 Si
10 Agosto 7.3 24 255.2 114 30.64 23.15 St
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Conclusiones

CONCLUSIONES

En e} presente trabajo se establecen de manera general las posibilidades de tratar a los
BPCs mediante tratamientos fisicoquimicos y biolégicos utilizando reactores de biomembrana en
fases aerobia y anaerobia.

Los objetivos propuestos en proyecto de investigacion se han conseguido en su totalidad.
Los resultados expuestos deben ser considerados validos estrictamente dentro de las condiciones
de trabajo y experimentacion aplicadas en esta investigacion. Los resultados observados en ¢l
analisis de los metabolitos generados del proceso de biodegradacion pueden servir de base para
reconsiderar las interacciones entre el cambio de las caracteristicas fisicoquimicas de! BPC
aminado y el incremento de su capacidad para ser biodegradado atribuyéndolas a algin cambio
en la conformacion de la molécula inducido por el propio grupo amino introducido. Este es uno
de los aspectos fundamentales en los que se trabajd en esta investigacion.

Por otra parte, los resultados pueden servir de base para extrapolar el estudio del
comportamiento de biodegradacion a otros compuestos arométicos clorados utilizando reactores
de biomembranas hidréfobas para su tratamiento.

Es importante hacer mencion que en el momento final de este estudio, existen aun varios
aspectos que han sido abordados de forma parcial sobre todo, en la caracterizacion fisicoquimica
de los BPC aminados, por lo cual es necesario seguir profundizando la investigacion en esta
linea.

A continuacion se exponen los resultados concretos que suponen nuevas aportaciones al
tema de estudio; los apartados planteados, pretenden cubrir aspectos de caracter fundamental y
aplicado.

TRATAMIENTO FISICOQUIMICO

En cuanto a la utilizacion del BPC aminado por los microorganismos como unica fuente de
carbono y nitrégeno se llega a las siguientes conclusiones:

» Entre los diversos temas de actualidad en tratamiento de BPCs, uno de los menos abordado es
el de realizar modificaciones en sus propiedades mediante tratamientos quimicos con el
objetivo de cambiar las principales caracteristicas que inhiben su biodegradacidn y éste es
uno de los aspectos fundamentales en los que se ha trabajado en presente estudio.

» En el proceso de aminacion, la mayor parte de los congéneres son diaminados, lo que
representa otros sitios activos para ¢l ataque de la molécula por las diferentes enzimas
biologicas.
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El tratamiento quimico de aminacién de la molécula de BPCs favorece la biodegradacion de
los diferentes congéneres ya que no sbélo se consigue una mayor “aceptaciéon” de los
microorganismos para utilizarlo como fuente de carbono y nitrégeno sino que ademads, el
grupo amino puede ser facilmente desplazado por grupos hidroxilos dentro del medio lo que
representa la oportunidad para otros sitios susceptibles de ataque enzimatico en la molécula.

El rendimiento del tratamiento quimico de nitracién y aminacidon proporciond buenos
resultados Sin embargo, los congéneres 2,2°4,4° 6-pentaclorobifenilo, 2,2,'.3,3',44'- y
2,2°,33,76,6 -hexaclorobifenilos,  2,2,’3,4,4,'5,6-heptaclorobifenilo, 2,2,3,3°,4,4°,5,5"-
octaclorobifenilo y 2,2°,3,3°,4,4",5,6-octaclorobifenilo son isébmeros que no se han nitrado ni
aminado, debido a que sus posiciones adecuadas para ello, estaban ocupadas o presentan
impedimentos estéricos.

En los resultados de la caracterizacion fisicoquimica, los BPCs nitrados presentan un
incremento en el rango de temperatura en los puntos de ebullicién y fusién en comparacién de
los BPC puros, debido a la naturaleza del grupo nitro introducido en la molécula.

CROMATOGRAFIA

Las principales conclusiones que se extraen del trabajo realizado son las siguientes:

»

Se ha realizado por primera vez la nitracién y aminacién de congéneres de BPC puros lo que
se presume, son nuevos registros CAS.

Se han separado ¢ identificado por primera vez mediante CG los BPC nitrados y aminados lo
que confirma que la CG/MS es efectivamente una buena alternativa en combinacidn con la
RMN para obtener la descripcion analitica de los BPCs nitrados y aminados.

Los isomeros de BPCs elegidos para la cuantificacion, se encuentran también en las muestras
de BPC extraidas del aceite dieléctrico.

Las complicaciones derivadas de trabajar con mezclas de BPCs aminados, crean un serio
problema en el analisis cuantitativo, ya que éstos implican la determinacion de diferentes
congéneres e isomeros de estos compuestos; incluso en ocasiones, ain en los BPC puros es
dificil distinguir entre dos isémeros del mismo nimero de cloros sélo por el espectro de
masas, ya que la mayor interferencia esta dada por el llamado efecto orfo y en estos, casos ha
sido util recurrir a los tiempos de retencion para facilitar la identificacion.

Los resultados obtenidos, demuestran que el segundo programa de temperatura utilizado en el
cromatografo de CG/EM, permite obtener los mejores resultados de separacion e
identificacion y de un modo répido y sencillo, proporciona informacitn sobre el rendimiento
de la nitracién y aminacién de los BPCs. En consecuencia, es el método més eficaz hasta el
momento para el andlisis de los compuestos estudiados y el que proporciona resultados mas
fiables. Aunado a que los datos pueden ser confirmados posteriormente por el andlisis de
resonancia magnética nuclear.
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BIODEGRADACION

En relacion con los resultados de los andlisis de la biodegradacion de los PBCs aminados se ha
llegado a las siguientes conclusiones:

g

s

El doble objetivo perseguido de realizar el pretratamiento quimico de nitracién y aminacién y
realizar a su vez el tratamiento biolégico al BPCs aminado, ha facilitado su biodegradacion.

Durante el tratamiento aerobio, los BPCs aminados se degradan con mayor facilidad que los
BPC puros. Si bien, la mayor parte de los BPCs son biodegradados en las condiciones de
trabajo, algunos congéneres permanecen inalterados en ¢l medio en diferentes
concentraciones.

Al parecer la biodegradacion aerobia, es mas efectiva que el tratamiento anaerobio tanto en la
reduccion de los parametros globales como en la eliminacién de cada uno de los congéneres;
pero se requiere de realizar un tratamiento en continuo para su verificacion.

Bioensayos

»

En los bioensayos utilizando la mezcla de bacterias, el isdmero 227, 34,4°5 -hexaclorobifenilo
no se biodegrada ain al séptimo dia, al igual que los compuestos: 1,2,4-triclorobenceno y
1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno. Sin embargo, el compuesto 2,3.4 tricloroanilina se biodegrada
en su totalidad.

El hongo Phanerochaete chrysosporium es el microorganismo que genera ¢l mayor niimero
de metabolitos de la biodegradacién de BPC aminado. Los compuestos 1,2,4-tricloro-5-
nitrobenceno; 1,2,3-tricloro-4-nitrobenceno, 2,3,4-tricloroanilina son biodegradados en su
totalidad. Los isomeros 2,2°,3,4,4,"5 -hexaclorobifenilo; 3,3',4,4°,5,5°,6-heptaclorobifenilo;
2,2 3,4,4,75,6-heptaclorobifenilo y 2,2°,3,4,4,'5,6-heptaclorobifenilo también son degradados
al séptimo dia. Sin embargo, el isémero 3,3°,4,4°,5,5 -hexaclorobifenilo permanece
acumulado en el medio.

Utilizando la mezcla de hongos, todos los compuestos 2,3,4-tricloroanilinas y los isémeros
2,2°.3,4,4,"5-hexaclorobifenilos son biodegradados en su totalidad.

En los bioensayos utilizando la mezcla de todos los microorganismos, los congéneres
2,2’ 4,4 6-pentaclorobifenilos; 2,2°,3,4°,5, 6-hexaclorobifenilo, 2,2,3,3°,4,6'-
hexaclorobifenilo, 2,2°,2,3.4,"5,6-heptaclorobifenilo son biodegradados en su totalidad. Sin
embargo, los isémeros 2,2°,3,4",5, 6-hexaclorobifenilo y 2,2°,3,4,,4'5,6-heptaclorobifenilo
ademés de los compuestos 1,2,3 tricoloro-4-nitrobenceno, 2,4,5-triclorcanilina y 1,2,4-
triclorobenceno permanecen sin ser biodegradados al séptimo dia de tratamiento.

El andlisis de comparacion de los 4 bioensayos, los compuestos que no son biodegradados por
un tipo de microorganismo lo son por otro, por ejemplo: los compuestos 1,2,4-
triclorobenceno y 1,2,3-fricloronitrobenceno que no son biodegradados por la mezcla de
bacterias, son metabolizados completamente por Phanerochaete chrysosporium; el isémero
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22734, 4’5’-hexaclorobifenilo que no es biodegradado por €ste, lo es por la mezcla de
hongos.

Reactor Aerobio

»

b

Mediante el tratamiento con el reactor aerobio, se consigue la eliminacién efectiva de todos
los congéneres tetra y pentaclorados.

El tetraclorobifenilo aminado es el compuesto que presenta mayor velocidad de degradacion
frente a los congéneres hexa y heptaclorados que se degradan mas lentamente y permanecen
acumulados en el medio. Los congéneres octaclorados son degradados en periodos
posteriores a 40 dias de tratamiento.

Durante la degradacion aerobia, se generan compuestos clorobencenos, cloronitrobencenos y
anilinas producto de la ruptura de al menos uno de los anillos, pero son degradados
consecutivamente en el mismo reactor.

Se comprueba que cuanto mayor es el nimero de atomos de cloro, menor es la eliminacién
conseguida en el tratamiento aerobio (debido a los impedimentos estéricos para el ataque
enzimatico).

El proceso de biodegradacion del BPCs aminado, incluye una serie de reacciones enzimaticas
que fragmentan la molécula y que posteriormente experimentan un re-agrupamiento por
reacciones radicalarias; los subcompuestos asi formados, dan origen a hidrocarburos de
cadena larga tales como hexatriacontanos, tetracontanos etc.

Otro tipo de subproductos generados en la biodegradacion aerobia son compuestos
hidroxilados y oxigenados como: 3,5,5'-trimetil 2-ciclohexanona, 2,2’-dimetil-ciclohexanol
y 2-sec-butil ciclopentanona compuestos caracteristicos sobre los cuales actuan las enzimas
oxigenasas.

Se ha obtenido la identificacion cromatografica de los metabolitos generados, algunos de los
cuales no se¢ habian reportado anteriormente, pero no ha sido posible seguir la secuencia
enzimatica de biodegradacién.

El procedimiento seguido y los datos obtenidos del proceso en la presente investigacion, son
de gran utilidad para realizar estudios de biodegradacién de otros compuestos
cloroaromaticos como clorobencenos, cloronitrobencenos y cloroanilinas.

No ha sido posible realizar la modelacion del proceso de biodegradacion en los reactores
debido a que el disefio del reactor no permite realizar la determinacion de pardmetros
necesarios para el modelo propuesto por Pavasant (1997) tales como: la concentracion de la
biomasa suspendida, el crecimiento y concentracion de sélidos en la biopelicula, coeficientes
de difusién del BPCs aminado y fuerza cortante (hidrodinamica del medio).




Reactor Anaerobio

»

El tratamiento anaerobio utilizando BPCs aminados, es mas efectivo que los reportados por
los diferentes autores utilizando BPC puro.

Mediante el tratamiento con reactor anaerobio, se consigue la eliminacion de todos los
isomeros tetra-, penta- y octaclorobifenilos.

Los isémeros 129, 153, 149, 137 181, 185 y 195 de los hexa, hepta y octaclorobifenilos son
los compuestos que presentan una mayor resistencia a la biodegradacion en e! reactor

anaerobio.

Durante la biodegradacion se originan los isdbmeros 99, 98, 103, 141, 169, 131, 189, 178 y
185, pero son también biodegradados en el mismo reactor.

Durante la degradacién anaerobia, se generan también compuestos clorobencenos,
cloronitrobencenos y cloroanilinas, producto de la ruptura de al menos uno de los anillos pero
son degradados consecutivamente en ¢l mismo reactor.

REACTORES DE BIOMEMBRANAS

Los resultados de la presente investigacion, demuestran que los reactores de biomembrana

aerobio y anaerobio constituyen una excelente tecnologia para la biodegradacién de BPCs. Hecho
que constituye una innovacion de aplicacion de este tipo de reactores en la biodegradacion de

tales compuestos.

En relacion a la efectividad de los reactores de biomembrana utilizados en los tratamientos
aerobio y anaerobio de degradacion, se ha llegado a las siguientes conclusiones.

» La utilizacién de reactores aerobios de biomembrana permiten la degradacién de los BPCs

aminados y de sus metabolitos con buenos rendimientos, dada la eficiente separacion y
dosificacion del contaminante evitando problemas de toxicidad por altas concentraciones en
el medio para los microorganismos.

El rendimiento del proceso de biodegradacion en el reactor aerobio es del 59.9 % para los
pentaclorobifenilos, 56.78% para los hexaclorobifenilos y 56.85% para los
heptaclorobifenilos presentes en la muestra. No fue posible realizar la cuantificacion de los
octaciorobifenilos, ya que no ha sido posible realizar la recta de calibrado debido a que se
requiere de una concentracion mayor a 10 ppm de la que existe en la solucidn patrén, debido
a que por debajo de esta concentracion, la respuesta de este tipo de congénere es apenas
perceptible por el detector.

El rendimiento del proceso de biodegradacion en el reactor anaerobio es del 63 % para los
pentaclorobifenilos, 49.87% para los hexaclorobifenilos y 49.97% para los
heptaclorobifenilos presentes en la muestra. De igual manera no ha sido posible realizar la
cuantificacion de los octaclorobifenilos.
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Se ha podido constatar que factores tales como velocidad de recirculacién y la turbulencia por
oxigenacion en el reactor aerobio, afectan considerablemente el proceso de biodegradacién.

La biopelicula aerobia formada, es sumamente sensible a la turbulencia del medio por
recirculacién y oxigenacion lo que provoca problemas de desprendimiento de la biopelicula.

PARAMETROS DE CONTROL

En relacion a la influencia de los diferentes parametros de control en los dos reactores y el
estudio global comparativo de los distintos ensayos se llega a las siguientes conclusiones:

»

>

Mediante los ensayos, se ha demostrado que el control de los pardmetros fisicoquimicos
condicionan de modo notable el rendimiento del proceso de biodegradacion.

La biodegradacién del BPC aminado en los reactores depende en gran manera de mantener
las condiciones del pH del medio cercano a la neutralidad.

La constante de degradacion de primer orden para los diferentes congéneres es mayor cuando
el suministro de oxigeno en el reactor acrobio es cercano a la saturacién y la temperatura del
medio se encuentra en 24°C.

La reduccion de la DQO y del COT es ligeramente mayor cuando se trabaja en condiciones
aerobias.

La reducciéon de los parametros globales indicativos de contaminacién (DQO, COT) y
Cloruros generados tiene un comportamiento decreciente en los dos tipos de reactores. Como
media, la disminucién de la DQO es del 25% en el reactor aerobio y del 57% en el anaerobio;
en ambos reactores el valor promedio de disminucién es de 45%. La eliminacion de COT es
superior al 70% en el reactor aerobio y 80% en el anaerobio.

La gran concentracién de cloruro en el medio es una evidencia de la biodegradacion parcial
de los compuestos BPCs aminados y un pardmetro adecuado para realizar el balance de
masas. La generacion de cloruros en ambos ractores tiene un comportamiento similar,

Aunque la biodegradacion de los BPCs se considera completa cuando los anillos se llevan
hasta el estado de mineralizacién o bien, se convierten en metabolitos intermedios, la
eliminacién de CI” del anillo es el punto crucial, problema que ha sido superado en la
investigacion por la evidencia de gran concentracién de cloruros en el medio, sin embargo, es
dificil determinar si el proceso ha ocurrido en los estados iniciales de biodegradacién o
durante la biodegradacion de los metabolitos generados en el mismo reactor.

Las variaciones observadas en la determinacién de los parametros en el presente estudio, es
un tanto dificil de interpretar cuando se intenta comparar con los resultados obtenidos por los
diferentes autores, ya que en varios trabajos reportados las condiciones de operacién no estan
lo suficientemente descritas,




Conclusiones

Como consecuencia de los trabajos realizados, se abren nuevas lineas de investigacion cuyo
alcance se resumen en los siguientes puntos:

>

Utitizar una nueva técnica cromatografica para determinar BPCs nitrados y aminados por
CG/MS.

Realizar ia caracterizacidn fisicoquimica de los BPC aminados.
Utilizar procesos anarobios-aerobio combinados con recirculacion.

Estudiar la viabilidad econdmica de los distintos procesos del tratamiento.

Realizar los balances de materia en funcion de un elemento determinado, considerando los
tratamientos fisicoquimicos y bioldgicos.
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RECOMENDACIONES - -

Teniendo en cuenta el elevado costo de los procesos de tratamiento fisicoquimicos de
BPCs actuales y la gran cantidad que permanece almacenada sin tratamiento alguno, se
recomienda la creacién de una infraestructura de gestion de BPCs basados en andlisis de
beneficio/costo y en concordancia con el estado actual de la biotecnologia para la eliminacién de
este tipo de compuestos.

Es recomendable seguir impulsando la investigacion de nuevas tecnologias que permitan
su eliminacién ambiental y econémicamente aceptables; reforzando el estudio de los procesos de
tratamiento biologico para la eliminacion de BPCs. Se requiere ademads, desarrollar un enfoque
integral para evaluar el re-disefio de los procesos aerobio y anaerobios optimizando cada etapa en
una forma aislada y como sistema integral.

Llegado a este punto, es recomendable llevar [a investigacion a escala piloto, ya que no
existen sustitutos de ésta para la evaluacién de un programa de biodegradacion de BPCs a gran
escala, debido a que proporciona demasiada cantidad de informacion para realizar ensayos mas
parecidos a la realidad y permite la resolucién de los problemas de equipamiento y reactivos; lo
que ayuda a optimizar ¢l rendimiento y fiabilidad del proceso, representando un ahorro de varias
veces su costo. Ademds, con base en ¢l desarrollo de los ensayos y una vez conseguido a escala
piloto el dimensionamiento adecuado, pasar a capacidades de tratamiento mayor es mas féacil y
solo se requiere realizar el cambio de escala.

Es recomendable, realizar el proceso de biodegradacion de forma secuencial realizando la
construccion en un solo fren de tratamiento anaerobio-aerobio, con recirculacion en ambos
procesos para incrementar lIa velocidad de biodegradacion de los metabolitos generados en los
mismos.

Para hacer més eficiente €l proceso de tratamiento, es recomendable mejorar algunos
aspectos del disefio y operacion de los reactores y el material utilizado en su construccion. Se
recomienda ademas optimizar el rendimiento del proceso incrementando el nimero de tubos de
membrana, teniendo en cuenta para ello: el espesor de la biopelicula limitado por los fenémenos
de difusidn, el area especifica, los requerimientos de oxigeno y la concentracion y recirculacion
del BPC aminado en el sistema.

Es recomendable ademads, realizar la oxigenacion del sistema en la linea de recirculacion
para evitar problemas de desprendimiento de la biopelicula por Ia excesiva turbulencia.

El nuevo disefio, deberd considerar dispositivos adecuados que permitan la
determinacion periodica de pardmeiros tales como la concentracion de la biomasa suspendida,
espesor y concentracion de solidos en la biopelicula mediante el aditamento de soporte extraible
pero a la vez debera ser capaz de mantener condiciones de hermeticidad del sistema mediante
juntas toricas.
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Aunque el presente trabajo de investigacion constituye una contribucién al estudio de un
caso particular de biodegradacién de BCPs aminados de los que se ha obtenido buenos
resultados; quedan varias cuestiones atn por resolver, entre las que se recomienda realizar el
estudio de los mecanismos enzimaticos que intervienen en el proceso de biodegradacién de la
molécula del BPC aminado para poder realizar el disefio del proceso biotecnolégico més
adecuado a implementar, lo que constituye una de las lineas de investigacién a desarrollar a
futuro.

PROPUESTA DE FUTURAS INVESTIGACIONES A REALIZAR

En cuanto al proceso de nitracidn, seria conveniente realizar la nitracién en condiciones
mas drésticas utilizando una mezcla sulfonitrica (ac. nitrico fumante/ac. sulflirico concentrado),
verificando el incremento de la eficiencia del proceso por comparacién con el rendimiento de la
nitracion de los resultados obtenidos en la presente investigacion, tratando de reducir la
complejidad del tratamiento quimico.

Se recomienda realizar la nitracién y aminacion de todos los estandares de Aroclor® para
tener mejores puntos de referencia en el momento de realizar el andlisis de los resultados de los
compuestos nitrados y aminados. Ademas, es conveniente realizar las determinaciones, con
patrones internos a fin de determinar las condiciones adecuadas de tiempo de retencion,
temperaturas y tipo de columna cromatografica empleada.

Se recomienda realizar un andlisis de los gases generados durante la nitracién y aminacion
para verificar la eliminacién de CI” durante cada uno de los procesos.

Asi mismo, es de suma importancia realizar el tratamiento de los residuos generados
durante todos y cada uno de los procesos realizados en la investigacion.

En los procesos cromatograficos la respuesta de los BPCs aminados, al detector de masas,
es distinta segin el ndmero de cloros y nimero de grupos amino introducidos e incluso, dentro de
los mismos congéneres las diferencias en cuanto a respuesta son notables, razén por la cual, es
recomendable realizar la cuantificacién con isémeros individuales utilizando columnas capilares
de 50 m y un programa de temperatura mas adecuado.

Es conveniente disponer de un equipo de cromatografia de gases-masas y material
necesario para desarrollar un programa cromatografico con el cual, obtener una mejor separacién
y resotucién de los picos para realizar la identificacion de los isdémeros de los BPC nitrados y
aminados.

Una vez contando con el equipo adecuado, es recomendable examinar en primer lugar de
un modo cualitativo las relaciones entre la estructura y el orden de elucién de los diferentes
congéneres nitrados y aminados obteniendo reglas comparables a las descritas en los programas
cromatograficos cominmente aceptados para determinar BPC puros. Y posteriormente, se debera
estudiar cuantitativamente la relacién entre el comportamiento cromatografico y su estructura, lo
que es totalmente nuevo en el campo de analisis cromatografico de los BPCs,
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Por otra parte, las distintas conformaciones que puede presentar una molécula de BPC
nitrada 0 aminada, da lugar a necesidad de investigar un conjunto de descriptores diferentes para
cada congénere ya que las diferencias en las propiedades fisicoquimicas que le puede conferir el
grupo amino sustituyente en la conformacion de la molécula, pueden modificar grandemente las
sus caracteristicas de biodegradabilidad; razén por la cual, es recomendable realizar una
exhaustiva caracterizacién para detallar los pardmetros estructurales que definan la nueva
molécula de la forma mas completa posible.

Es recomendable realizar la caracterizacion mas completa de Ia biopelicula generada del
reactor anaerobio con el objetivo de diferenciar y comprobar la existencia de las capas acrobia y

anaerobia dentro de la misma biopelicula.

Se recomienda realizar la caracterizacion del lodo biologico generado durante el
tratamiento con el objeto de determinar la acumulacion de compuestos téxicos en la biopelicula.

Es conveniente realizar la determinacion de la ruta o rutas metabdlicas de accién utilizada
por los microorganismos en la biodegradacién de los BPCs aminados en el reactor aerobio con ¢l
objetivo de confirmar la eliminacién de cloros durante el proceso de sustitucion de los grupos
aminos de la molécula por grupos hidroxilos.

Dentro de una perspectiva mas amplia, se recomienda seguir profundizando y realizando
investigacion mediante el desarrollo de planes integrales de biodegradacion de residuos
industriales organoclorados utilizando los reactores de biomembrana como una tecnologia
altamente rentable y eficaz.

Finalmente, se recomienda seguir realizando la formacién de especialistas altamente
cualificados en las diferentes areas de la ingenieria ambiental capaces de dirigir, asesorar y
realizar investigacién en el campo del biotratamiento de residuos industriales peligrosos, Para
ello, es recomendable disponer de una secci6n de laboratorio, material y equipos adecuados para
realizar este tipo de investigacion o implementar mecanismos de cooperacion entre diferentes
dependencias universitarias, asi como motivar la cooperacién internacional con el fin de unir
esfuerzos académicos optimizando recursos materiales y humanos.
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Matriz Global de Todos los 209 Isémeros de los Aroclors.

- Fila 1 = Numero de isémero segin IUPAC.

- Fila 2 = Masa de PCBs

- Fila 3 = Masa de PCB nitrado

- Filas 4-14 = Posiciones nitradas (1 indica atomos de cloro, 2 posicion del NO;)
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Rendimiento de la Nitracién: De los 51 isomeros el 90 % son di-nitrados y el 10 % restante son
mono-nitrados
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Aroclor® 1254.-
Fila 1 = Niimero de Isémero segiin IUPAC,
Fila 2 = Masa de PCB,

Fila 3 = Masa de PCB nitrado,
Filas 4-10 = Posiciones nitradas (2)
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Anexo !

f- —— — —_— -~ ___—— -~~~

Columnas 37 a 48

125 126 128 131 132 133 134 135 136 138 148 149
324 324 358 358 358 358 358 358 358 358 358 358
414 414 448 448 403 448 448 448 448 448 403 448

1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 i 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 . - - - - 1 - . Para
1 1 0 0 ¢] 1 1 1 0 0 1 0
V] 0 1] 0 0 1 1 0 i
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 Q
1 1 . 1 - . - - 1 1 1 Para
0 ¢] 0 Q 0 1 0 0 0 1 0 1
1 0 1 1 0 1 0 1 1
Columnas 49 a 60
151 153 154 157 158 159 167 168 170 171 179 180
358 358 358 358 358 358 358 358 392 392 392 392
448 448 403 448 403 448 448 403 482 437 482 482
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
1 0 0 i 1 1 0 0 1 1 1 1
. 1 1 1 1 1 1 1 1 1 - 1 Para
1 1 1 o 0 1 1 [} 1 0 1 1
1 1 1 ° 1 1 .
1 1 1 ’ 0 . 1 1 1 1
0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0
. 1 1 1 1 - 1 1 I 1 - 1 Para
1 1 0 1 0 1 1 1 0 1} 0 1
0 1 0 0 0 0 0 1
Columnas 61 a 67
181 183 185 187 192 193 198
392 392 392 392 382 392 426
437 437 437 482 437 482 471
1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 : 1 Para
1 0 1 1 1 1 1
1 1 1 1 1 1 1
1 1 1 1 0 1
0 0 0 0 1 1 1
1 1 . 1 - 1 - Para
0 1 1 1 1 1 1
0 1] 0 0

Rendimiento de la Nitracion: De los 67 isémeros el 82 % son di-nitrados y el 18 % restante son
mono-nitrados
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Aroclor® 1260.-
Fila 1 = Nimero de Isémero segiin IUPAC,
Fila 2 = Masa de PCB,
Fila 3 = Masa de PCB nitrado,

Filas 4-10 = Posiciones nitradas (2)
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Columnas 49 a 60
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Rendimiento de la Nitracién: De los 77 isdmeros el 67 % son di-nitrados y el 26 % son mono-
nitrados y el 7 % no se nitra debido a que las posiciones se encuentran ocupadas por atomos de

cloro.
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% Fichero que introduce los distintos isémerocs de PCB en la matriz pcb

pcb=zeros(10,210);

FEYELUELRERTEESS MONOCLORADOS  %%%33%%%35%%3%%%

pchbil, 11=1;
pcbi{2,2)=1;
pch(3,3)=1;

FEEFRBLEBHLEELLEY DICLORADOS EEERAAERGRLARLLY

peb((l,6],4)=ones(2,1);
peb{(1,2],5)=ones(2,1);
och{([l,7],6)=ones(2,1);
pch({1,3],7)=ones(2,1);
peb({1,8],8)=ones(2,1);
pcb([%,4},9)=ones(2,1);
pcb([1,5},10)=ones{2,1);
pcb([2,7),11)=cnes(2,1);
pch([2,3),12)=cnes(2,1);
pcb([2,8],13)=ones({2,1);
pck((2,9],14)=ones {2,1);
peb([3,8],15)=ones(2,1);

ESTA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA

BEEEEEEHERLERILLRS TRICLORADOS ESETEELEETAEE LTI L1

peb{[l,6,2],16)=ones(3,1};
pcb(l1,6,3],17\=ones {3, 1)}
pecb([1,6,4],18)=cnes{3, 1);
pcb([1,6,5],19)=ones(3,1);
peb(fl,2,7]1,20}=ones(3,1);
pcp(11,2,3),21)=ones(3,1):
pcb([1,2,8],22)=ones(3,1};
pcb((1,2,4),23)=0nes{3,1);
pck({1,2,5]1,24)=cnes(3,1);
peh{{},7,3],25)=ones(3,1):
peb([1,7,4},26)=ones(3,1);
pch([),7,5),27)=ones (3,1);
pcb([1,3,8),28)=ones (3,1}
peb([1,3,4],29) =ones(3,1);
pch({1,3,5]1,30)=ones(3,1);
pchi{ll,8,41,31=onea{3,1);
pchb([1,8,5],32)=ones(3,1);
peb{[6,2,3),33)=ones(3,1):
pcb{[6,2,4),34)=0ones(3,1);
peb{(2,7,3],35) =ones (3,1);
pcb((2,7,4],36)=0nes(3,1):
pck(12,3,8]1,37)=ones(3,1);
pch([2,3,4]1,38)=ones{3,1):
pCb([2rBr 4] ,39)=ones(3, 1y;
LEEEEFHHULLELERLEHEERL4S

pchi(l,6,2,7),40})=0nes(4,1);
pcb(il,6,2,3],4l)=cnes(4,1);
pcb([1,6,2,8],42)=cnes{4,1);
pcb([1,6,2,4]1,43)=ones (4,1}
peb((1,6,2,91,44)=0nes (4,1});
pch([1,6,2,5),45)=ones (4,1)?
pcb((l,6,2,10],46)=ones{4,1);
pcb{il,6,3,8],47}=ones(4,1);
peb({1,6,3,4),48)=ones (4,1);
pcb([1,6,3,9],49)=0ones(4,1);
pcb([1,6,3,5],50)=0ones {4,1);
pcb([1,6,3,10},51)=ones (4,1}
pcb((l,6,4,9],52)=cnes{4,1);
pcb([1,6,4,10),53)=ones (4,1);
pchi(1,6,5,10],54)=ones (4,1} ;
pcb{[1,2,7,3],%5)=ones(4,1});
peb([1,2,7,8],56)=ones{4,1);
pcb((1,2,7,4]1,57)=ones {4,1);
pchill, 2,7,98],5B)=ones{4,1);
pcb([1,2,7,51,59) =ones{4,1);
pcb([1,2,3,8],60)=ones{4,1};
pckb({1,2,3,4],61l)=ones (4,1);
pebi{l,2,3,5),62)=ones (4,1}
pcb([1,2,8,4],63)=cnes(4,1};
peb([1,2,8,5],64)=c0nes (4,1);

TETRACLORADOS $HE%%%%%%%%59%%%%¢%
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pcb{(1,2,4,5),65)=ones({4,1};
pcb{[1,7,3,8]),66)=ones{4,1};
pch(l1,7,3,4),67)=ones (4,1);
pcb(l1,7,3,9),68)=ones{4,1);
pcb((1,7,3,5),69)=cnes{4,1);
pcb({1,7,8,4]),70)=cones{4,1):
pcb((1,7,8,5),71)=ones (4,1);
pCb(llf’?v 4,9]),72)=0nes{4,1};
pchi((1,7,9,5),.73}=ones{4,1);
pcb([1,3,8,4],74)=cnes{4,1);
PCb([1:3:8:5]r75)=0nes(4.1);
pch([6,2,3,4),76)=ones(4,1);
pcb((2,7,3,8),77)=ones{4,1);
pCb([Zl-’J 3,9),78)=ones {4, 1);
pCb([zr'ir 8,911,779 =ones{4,1};
pcb{{2,7,4,9]),80)=ones(4,1};
peb({2,3,8,4]1,81l)=ones (4,1}

CIERFRRERRELRBETLGY SENTACLORADOS $E%3395T84%%%3538%%%

pcb(E1,6,2,7,31,82)=ones (5,1}
pcb(fl,6,2,7,4],83)}=ones (5,1}
pcb(f1,6,2,7,5],84)=ones (5,1} 7
peb([l1,6,2,3,8],85)=cnes(5,1};
pcb(il,6,2,3,4],86)=ones(5,1);
pcb(l1,6,2,3,91,87}=cnes (5,1};
pcb((1,6,2,3,5],88)=ones (5,1}~
pcb({1,6,2,3,10],89)~ones (5,1);
pcb([1,6,2,8,4],90)=ones(5,1);
pcb((1,6,2,8,5],91)=ones(5,1)¢
PCb{[lt 6,2, 4;9],92)=ODES(5, 1)
peb({1,6,2,4,5),93)=ones(5,1};
PCb([1t6'214:10]'94’=0n85(5r1)F
pcb{([1,6,2,9,5),95)=0ones(5,1}/
peb(fl,6,2,5,10]),96)=ones(5,1):
pcb(il,6,7,3,4],97)=ones (5,1)/
pcbi{(1,6,7,3,5],98)=0nes{5,1);
pcb([1,6,3,8,4],99)=ones(5,1};
pcb(11,6,3,8,5),100)=ones{5,1};
pcb([1,6,3,4,9]),101)=ones{5,1);
pcb((1,6,3,4,10],102)=ones(5,1);
pcb(l1,6,3,9,5],103)=ones(5,1);
pcb((l,6,3,5,10],104)=ones(5,1);
pecb((l,2,7,3,8],105)=ones (5,1};
pcb((1,2,7,3,4]1,106}=cnes(5,1);
pch{{1,2,7,8,4],107)=ones{5,1);
pcb(i1,2,7,3,9),108)=ones{5,1);
pecb(f1,2,7,3,5),109)=ones (5,1);
peb(f1,2,7,8,5],110)=ones {5,1);
pcb((},2,7,4,9],111)=ones(5,1);
pcb({1,2,7,4,5),112)=ones {5,1);
pcbi{i,2,7,9,5]1,113)=ones (5,1);
pcb({1,2,3,8,4],114}=cnes (5,1}
pch{(1,2,3,8,5),115)=ones (5,1);
pcb{(1,2,3,4,5],116}=ones(5,1};
peb{{1,2,8,4,5],117}~=cnes (5,1} ;
pcb{(1,7,3,8,4],118)=cnes (5,1}
pecb{{1,7,3,8,5],119}=ones (5,1} ;
pcb{{1,7,3,4,9],120)=ones (5,1):
pcb{{1,7,3,9,5],121)=0nes{5,1};
pcb((6,2,7,3,4],122)=ones({5,1);
pcb{{6,2,3,8,41,123)=ones (5,1}
pcb((6,2,3,4,9],124)=ones (5,1});
pcb{[6,2,3,4,10),125)=ones (5,1} ;
pcb([2,7,3,8,4]1,126)=0ones(5,1);
pcb(l2,7,3,4,%1,127)=0ones(5,1);

EXREEE AR SRS R L 44

$RETEILEHLEIRELEE%Y  HEXACLORADOS

pcb(l1,6,2,7,3,8),128)=ones(6,1);
pcb((1,6,2,7,3,4),129)=cnes{6,1);
pcb([1,6,2,7,3,9],130)=ones(6,1);

pcbi{(1,6,2,7,3,10],131)=ones (6,1} ;

¥
pcbi((1,6,2,7,8,10]1,132)=cnes (6,1}
pcb{(1,6,2,7,4,9],133)=0ones{6,1};




Anexos

10),134)=ones {6,1);

1,6,2,7,4,
pcbi{{1,6,2,7,4,5),135)=ones(6,1);
pep{{l,6,2,7,5%,10),136)=ones{6,1};
pcb((1,6,2,3,8,4},137)=0ones(6,1};
pcb{[1,6,2,3,8,9},138}=0nes(6,1};
pck([1,6,2,3,8,5],139)=ones(6,1);
pck([1,6,2,3,8,10],140)=ones (6,1} ;
pck((1,6,2,3,4,9],141)=0nes(6,1);
pch([1,6,2,3,4,5],142)=0nes (6,1);
pehifl,6,2,3,4,101,143 =0nes (6, 1) ;
pchb({i,6,2,3,9,5],144)=cnes{6,1);
Pcb({}-f 6:21315r 10]:145)’01'135(6, 1);
pch({1,6,2,8,4,9]),1ld46)=ones{6,1};
pch({1,6,2,8,4,5],147)=cnes({6,1};
pcb({1,6,2,8,4,10},148)=ones(6,1};
pcbh(f1,6,2,8,9,5),149)=ones{§,1);
peb((1,6,2,8,5,10},150)=0nes({6,1};
pcb(f,6,2,4,9,5],151)=ones (6,1} ;
pch((1,6,2,4,5,10},152)=ones (6,1}
pcb([1,6,3,8,4,9],153)=cnes(6,1);
peb([1,6,3,8,4,10],154)=ones (6,1);
pcb((1,6,3,8,5,10],155)=ones (6,1);
pCb([l;217:3r8 4],156}=°nes(6: 1)
pcb((1,2,7,3,8,9]1,157}=0ones (6,1} ;.
pcb((1,2,7,3,8,5],158)=ones (6,1);
pcb(f1,2,7,3,4,9],159)=ones(6,1)
pcb(§1,2,7,3,4,51,160)=cnes(6,1);
peb([L,2,7,3,9,5),16l)=cnes(6,1);
pcb([1,2,7,8,4,9),162)=cnes (6,1);
peb{[(1,2,7,8,4,5),163)=ones (6,1);
pcb([1,2,7,8,9,5),164)=ones(6,1);
pebfiil,2,7,4,9,5),165)=0ones {6, 1);
pcb([1,2,3,8,4,5],166)=0nes(6,1};
pcb([1,7,3,8,4,21,167)=0nes(6,1};
pcb([1,7,3,8,9,5],168)=0nes8{6,1);
pcb([2,7,3,8,4,9],169)=0nes(6,1};
EHEELL535 99499993243 HEPTACLORADOS S543% %84 52%% 08535 %%4%%
peb([(1,6,2,7,3,8,4],170)=ones(?7,1)¢
pchi((1,6,2,7,3,8,5],L7i}=ones (7,1}
pcb({1,6,2,7,3,4,9],172}=ones (7,1);
pcbhb{{l,6,2,7,3,4,5},173}=ones (7,1);
pebi{[1,6,2,7,3,4,10},174)=ones{?,1}):
pcb{[1,6,2,7,3,9,5),175)=0ones (7,1);
peb([1,6,2,7,3,5,10%,1768)=ones{7,1);
pch([1,6,2,7,8,4,5],177)=ones(7,1);
pchb([1, 6:2:7,4.9,5],178)=ones(7,1);
pcb{[1,6,2,7,4,5,10),179)=ones{7,1};
pcb([1,6,2,3,8,4,9},180)=cnes (7,1);
pcbh{[1,6,2,3,8,4,5},18l)=cnes(7,1);
pcb{[1l,6,2,3,8,4,10),182)=ones {7, 1)
pcb{[1,6,2,3,8,9,5],183)=ones(7,1)¢
pcb((1,6,2,3,8,5,10},184)=ones(7,1);
pcb([1,6,2,3,4,9,5],185)=ones(7,1);
peb([1,6,2,3,4,5,10},186)=0cnes{7,1);
pcb{[1,6,2,8,4,9,5]),187)=ones(7,1);
pcb{[l,6,2,8,4,5,10},188)=ones(7,1);
pcb((1,2,7,3,8,4,9],189)-ones(7,1);
pcb([1,2,7,3,8,4,5],190)=0ones(7,1);
pchb([%,2,7,3,8,9,5],191)=ones(7,1);
pecb({1,2,7,3,4,9,5],192)=ones(7,1):
pcb{[1,2,7,8,4,9,5],193)~=ones{7,1};
FEEHEHILEHERILLINBALNY OCTACLORADOS SEELEHEBRLBRHIRELELES
peb{{l,6,2,7,3,8,4,9),194)=cnes (8,1);
pcb{{i,6,2,7,3,8,4,5],195)=ones(8,1);
pcb([1,6,2,7,3,8,9,10],19%96)=cones(8,1);
pch([1,6,2,7,3,8,5,10],197}=cnes (8,1):
pcb( [11 61217r3r 4,9 511193)“0!1@5(811):'
pch((1,6,2,7,3,4,5,101,19% =0ones (8, 1});
pch([1,6,2,7,3,9,5,10),200)=ones (8,1}’
pcb({1,6,2,7,3,4,9,10],201)=ones (8,1}
peb((1,6,2,7,4,9,5,10],202)=0nes(8,1);

b



peb((l, 5,

2,3,8,4,9
pcb{({1,6,2,3,8,4,5,10},204)=cnes(8,1}:
pcbl [x,2,7,3,8,4,9,5),205)=cnes(8,1);
FERISLERLLIREELRE%E%  NONACLORADOS
pcbi(1,6,2,7,3,8,4,9,5),206)=ones (9,1}
pcb([(1,6,2,7,3,8,4,5,10),207)=0ones{9,1):
pcb([1,6,2,7,3,4,9,5,10],208)=0ones(9,1);
Eee L% %3L52%5%%%% DECACLORADOS

function arolQ016=arl01l6{pcb)

) Funcién que separa las columnas de la matriz argumento
2 que forman parte del Aroclor® 1016

arolQlé=pcb(:,1:3);
arcl0lé={arol0l6,pch(:,12:20}];
arolQlé={arol016,pcb{:,22));
arol0lé={arol016,pcb{:,25:28}];
arol0le={arol016,pcb{:,31:33});
arol0l6={arol0l6,pch{:,35)];:
arol0lé=(arol0l16,pch(:,37)]+
arolO0l6={aroill6,pcb(:,39)];
arolDlé=[arolDl6,pcb(:,40:41)];
arolClé={arol0l6,pchi:,43:48)];
arol0lé=farol0l6,pch(:,49)];
arolQlé=[arolll6,pcb(:,52)];
aroldlé=[arolllé,pch(:,53)}
arol0lé=[arcl0l6,pcb{:, 54)]
arol016=farol0l6,pch(:, 66)]
arolQlé=[arol0l6,pchi:,74)]
arol0lé=[arol0l6,pch(:,75})]
arol0leé=[(arol016,pcb(:,88)}}:
arol0lé=[(arol0l6,pch{:,92}]);
arolQleé=[arol(l6,pcb{:,95}];
arol0lé={arol016,pcb(:,98}]:
arol016={arol0l6,pcb{:,108}];
arolOls6={arol0le6,pcb({:,113)]1;
arol0le={arol0le6,pcb(:,210)];

~

LN

r
r
r

function arcl242=arl242(pcbnitra)

e

echo off
arol242=0;
arcl242=pcbnitra{:, 1:43);

arol242={arol242,pcbnitra(:,43:54});

arol242={arol242,pcbnitra(:,56)];
arol242={arcl242,pcbnitra(:,60));
arpl242=[arol242,pcbnitra(:,66));
arol242={arol242,pcbnitra{:,70}];
arol242={arcl242,pcbnitral(:,72)};
arol242={arol242,pcbnitra(:,74)];
arol242={arcl242,pcbnitra(:,75)};:

arol242={arcl242,pcbhnitra(:,77:79});

arol242=[arol242,pcbnitra(:,81)];
arol242=(arol242,pcbnitra(:,84)};
arol242=[arol242,pcbnitral:,85)];
arol24z=(arolz242,pcbnitra(:,87)};
arolz42=[aroi242,pcbnitra{:,92)];
arol242=[arol242,pcbhnitra{:,95)];
arcl242={arol242,pcbnitra{:,98)1;
arol242={arol242,pcbnitra(:,99)]:;
arol?42=[arol242,pcbnitra{:,101})]:
arol?242=[aro1242,pcbnitrai{:,105)];
arol242=(arol242,pcbnitra(:,108)];
aroi242=(arol242,pcbnitra(:,113)];

+5],203)=0ones(8,1);

FLELLLERELALEELRH%Y

FEEATEHLRIALESEREEY
pcb([1,2,3,4,5,6,7,8,9,10},209)~cnes (10, 1) ;

Funcién que separa la matriz segin los Aroclor® 1242
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arol242=[arol242,pcbhnitraii,120:123)];
arol242=[arol242,pcbnitrail:, 126)];
arol242=(arol242, pcbnitral:, 127}1;
arol242=[arol242,pcbnitra(:,138)];
arol242=[(arol242,pcbnitral:,143)];
arol242-=(arolld2,pchnitral(:,153)];
arclz42=[arcl242,pcbhnitral:,210)}:

function arcl248=arl248 (pcb)

% Funcidén que separa las columnas de la matriz argumento
% que pertenecen al Aroclor® 1248

arol248=pchb(:, [4,6,8]1)+

arol2q48=[arol248,pch(:, 16118} ];

arol248=[arol248,pcb(:, [22,26,3],32,37,40,42,45,47,49,52,53,55,56,66])1;
arcl248=larel248,pcbi:,70:74)];

arol2dB=(arcl248,pcb{:, [77,79]1)]):

arol248=[arcl248,pch(:,B84:87)];

arol248={arol248,pch(:, {91,92,97,99,101,110,113,121])1;
arol248={aroi2d8,pch(:,133:136}));

arol248=[aro0l248,pcb(:, [138,148,149,153,168,171,176]}1;

function arcl254=ari254 (pcbnitra)

$% Esta funcisfn selecciona las ceolumnas de la matriz
% que pertenecen al arcclor 1254,

arol254=pchnitra(;, 6} s
arcl254={arol2b4,pchnitrals, 18));
arol2b54={arcl254,pcbnitraf:,31}))
arol254=[arol254,pcbnitra{:,37)]
arol2b54=[aro0l254,pcbnitra(:,40)]
arol254=[arol254,pcbnitra(:,42)]
arol2b4=[arol254,pchnitral:,45)]
arolz54={arol254,pcbnitra(:,47}}
arol25%4=[arol254,pcbhnitra(:,49)]
arol2S4=[arcl254,pcbnitra(:,52))
arol254=[arol254,pcbnitra(:,53)]
arcl254=[arol254,pcbnitraf:,55)]
arol254=[arol254, pconitrai:,56)]
arol2b4={arcl254,pcbnitra(:, 66)]
arol254=laroi254,pcbnitra(:,701]
arol254=[arol254,pchnitra(y,72}1
arol254=[arcl254,pchnitra{:, 74})
arcl254=[arol254,pchnitra(:,76)]
arol2b4=(arol254,pcbhnitcra(:,77)1:
arol2b4={arol254,pchnicra{:,79)1;
arol254={arol254,pchnitra(:,83:87)};
aral2b4=laroilb4,pchnitral(:,91)];
arcl254=(arol254, pchnitra (:,92}1;:
arol2b4=[arol254,pcbnitral:,97)1;
arcl254=[arol254,pcbnitra(:,99}};
arol254=(arol254,pchnitra(:,101}))
arcl2b4=[(arol254,pcbnitra(:,1086}]
arol254=[arol254,pchnitra(:,110}]
arocl2b4=[(arol254,pchnitra{;,114})
1
1
i

.
l
o
’
3
’
.
;
i
.
H
f
;
i

arolzb4={arol254,pchnitra{:, 1189}
arolz254={arol254,pconitra(:,120)
arcl254=[arol254,pcbnitra{:,121)
arol254=[axrol254, pchnitral:,125));
arol2t4=[arol254,pcbnitra(:,126)]1¢
arol2b4=(arol254,pcbnitra(:,128}]1;
arol2b54=[arol254,pchnitra{:,131)];
arol2b4=[arol254,pchnitra{:,132:136));
arcl2b54=f{arol254,pchnitra{:,138)]1;
arcl254=[arol2b4,pchnitra(:,148)};
arol254=[arol254,pcbnitral(:,149)1;
arol254=[arol254,pcbnitra(i,151));
arol254=[arol254,pchnitra{:,153}];
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Anexo !

arol254=[arcl254,pcbnitra{:,154)];
arol254=Jarol254,pcbnitra{:,157:159}));
arol254=[arol254,pcbnitra(:,167)];
arel254=[arol25%4,pcbnitra(:,168)];
arol254=[arol254,pchnitra(:,170}];
arol2b4=larol254,pcbnitra{:;171)]:
arol254=[arol254,pcbnitra(:,179:181)};:
arcl254=farol254,pcbnitra(:,183)]:
arol254=farol254,pcbnitra(:,185)]:
arcl2sq4={arol254,pchnitra(:, 1871}
arol254=[arol254,pcbnitra(:,192}]
arol254=[arol254,pcbnitra(:,193}]
arol254=(arol254,pcbnitra(:,198}]
function arol260=arl2e0 (pch)

LT e

% Funcidén gque separa las columnas de la matriz argumento

2 que pertenecen al Aroclor® 1260

arol2e60=pch{:,[37,40,42,47,49,52,55,66,70,72,74,76]);
arol260=[arol260,pch{:,83:87)];
arol2e0=[arol260,pcbi:,{9%1,97,99,101,106,110,113,114,118,120,121,124]));
arol260={arol260,pcb{:,{126,128,131,132,133,134,136,138,149,151,153])]:
arocl260=jaroi2sl,pcb(:,156:15%));

arol260=[arol260,pcb{:,167:170));

arol2e60=[arol260,pcb(:, 174} ];

arol260=[arol260,pcbi:,176)]1;

arol2e0=larol260,pcb{:,179:180}];

arel2e0={arol260,pcb(:,194)};

arol2e60={arol1260,pcb{:,196:209)];

Function pcbnitra=nitra(pcb)

% Funcidén que calcula la manera de nitrarse los distintos isdémeros de PCB
recibe como variable la matriz pcb y devuelve una matriz con la nitracién
marcada como un dos en la posicidn adecuada
echo off
for iso=pch,
if iso(3)==0
iso(3}=2;
elseif iso(l}==
iso(l)=2;
elseif iso(5)==0
iso{5)=2;
end;
if iso(B)==
iso(B)=2;
elseif iso(d}==
iso(6)1=2;
elgseif jisc(10)==C
iso(10}=2;
end;
pcbnitra=[pcbnitra,iso};
end;

function [di,mone,no)=cuentani (pch)
i Cuenta la nitracién

echo off
di=0;
mono=0;
no=0;
foxr iso=pchb,

nitra=0;

for cont=1:10,

if iso{cont}==
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nitra=nitra+l;

end;
end;
if nitra==(
ne=no+l;

elseif nitra==1
mONe=mono+1;
elseif nitra==2
di=di+l;
elge
error{'No funciona'j;
end;
end

function masas=masapchk (pcb)

% Funoidn que calcula las masas moleculares de los distintos
% isdémeros de PCB Nitrados
echc off

for iso=pch,
magsa=12+*12;
for cont=1:10,
if iso(cont)==0
masa=masa+l;
elseif iso(cont)==1
maga~masa+35;
elseif iso{cont)==2
masa=magsa+t46;
end;
end;
masas=[masas;masal;
end;
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